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RESUMO 

 

 

Objetivou-se avaliar e comparar as características de qualidade de sêmen criopreservado das 

raças de touros, Nelore e Curraleiro Pé-Duro, como também os efeitos da suplementação de 

diferentes concentrações de ácido oleico (50µM e 100µM), ácido palmítico (50µM e 100µM), 

e eugenol (10µM e 50µM), no diluidor TRIS-gema para a criopreservação de espermatozoides 

Curraleiro Pé-Duro. Foram utilizados vinte ejaculados de quatro touros Curraleiro Pé-Duro, e 

vinte ejaculados de quatro touros Nelore, após as coletas o sêmen foi diluído em TRIS-Gema e 

separado de acordo com cada raça e seus respectivos tratamentos. Posteriormente as amostras 

foram envasadas em palhetas de 0,25ml e criopreservadas. As palhetas foram mantidas em 

equilíbrio por 60 minutos a 5ºC, para então serem criopreservadas em protocolo padrão de 

criopreservação com uso da máquina TK 3000®, e armazenadas em botijão criogênico. Após 

30 dias foram realizadas as análises pós-criopreservação. As avaliações espermáticas incluíram 

os testes de termorresistência, integridade e funcionalidade das membranas espermáticas, 

cinética espermática, morfologia, quantificação da lipoperoxidação espermática, quantificação 

de glutationa reduzida (GSH), e teste de fertilidade in vitro. Observou-se que a raça Curraleiro 

Pé Duro apresentou melhores resultados para morfologia espermática e quantificação de MDA, 

enquanto que a raça Nelore obteve melhores taxas de fertilização.  A suplementação de 100 µM 

de ácido palmítico aumentou o percentual de linearidade e WOB dos gametas, no entanto 

reduziu a ALH. Foi observado redução na membrana acrossomal intacta no grupo controle, 

quando incubados a 180 minutos e comparados ao tempo de 60 minutos. O ácido palmítico a 

50 µM reduziu as membranas plasmática íntegras no tempo de 180 minutos comparado ao 

tempo 0 minutos. A quantidade de MDA foi menor nos tratamentos com ácido palmítico a 

50 µM e 100 µM e ácido oleico 50 µM, quando comparado ao grupo controle. A atividade da 

enzima Glutationa reduzida (GSH) foi elevada em meio com ácido palmítico 50 µM e 100 µM 

e ácido oleico 100 µM, quando comparados ao controle. Os diferentes tratamentos não 

influenciaram na taxa de clivagem. Quanto a suplementação de eugenol as concentrações de 

50µM diferiu significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos, induzindo um aumento na 

quantificação de GSH, uma redução na determinação de MDA, um aumento no VSL, 

preservando a integridade das membranas plasmática e acrossomal. Em conclusão, o sêmen 

criopreservado da raça Curraleiro Pé Duro se mostrou viável ao processo de criopreservação, 

com baixas alterações morfológicas de peça intermediária e reduzido estresse oxidativo. A 

suplementação de 100 µM de ácido palmítico ao diluidor TRIS-Gema, preservou a viabilidade 

do sêmen criopreservado de bovino, e o Eugenol foi eficiente em reduzir o estresse oxidativo 

espermático, além de preservar a integridade da membrana acrossomal ao longo do tempo de 

incubação, sem, no entanto, melhorar nenhum dos parâmetros cinéticos avaliados. 

 

 

PALAVRAS- CHAVES: Ácidos oleico, Ácido palmítico, Bovino, Cinética espermática, 

Espécies reativas ao oxigênio, Espermatozoides, Eugenol.   
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ABSTRACT 

 

 

The objective of this study was to evaluate and compare quality characteristics of cryopreserved 

bulls semen, Nelore and Curraleiro Pé-Duro breeds, and effects of different concentrations of 

oleic acid (50μM and 100μM), palmitic acid (50μM and 100μM), and eugenol (10μM and 

50μM) supplementations, in TRIS-Gema extender of Curraleiro Pé-Duro sperm 

cryopreservation. Twenty ejaculates from four Curraleiro Pé-Duro bulls and twenty ejaculates 

from four Nelore bulls were used. After collection the semen was diluted in TRIS Gem and 

separated according to each breed and their respective treatments. Subsequently samples were 

filled into 0.25 ml straws and cryopreserved. The pellets were maintained in equilibrium at 5 ° 

C for 60 minutes, to then be cryopreserved in standard cryopreservation protocol using TK 

3000® machine, to then be stored in cryogenic cylinder. After 30 days post-cryopreservation 

analyzes were performed. Sperm evaluations included thermoresistance, integrity and 

functionality tests of spermatic membranes, spermatic kinetics, morphology, quantification of 

sperm lipoperoxidation, quantification of reduced glutathione (GSH), and in vitro fertility test. 

It was observed that CPD breed presented better results for sperm morphology and 

quantification of MDA, while Nelore breed obtained better fertilization rates. Palmitic acid 

supplementation of 100 μM increased percentage of linearity and WOB of gametes, however it 

reduced HLA. Reduction in intact acrosome membrane presented in control group was 

observed when incubated at 180 minutes and compared when incubated at 60 minutes. Palmitic 

acid at 50 μM reduced intact plasma membrane at 180 minutes compared to the time at 0 (zero) 

minutes. The amount of MDA was lower in treatments with 50 μM and 100 μM palmitic acid 

and 50 μM oleic acid when compared to control group. Reduced Glutathione (GSH) activity 

was increased in medium with 50 μM and 100 μM palmitic acid and 100 μM oleic acid when 

compared to control. Different treatments did not influence the rate of cleavage. As regards 

eugenol supplementation, concentrations of 50 μM differed significantly (P <0.05) from others 

treatments, inducing an increase in GSH quantification, a reduction in MDA determination, an 

increase in VSL, preserving plasma and acrosome membranes integrity. In conclusion, 

cryopreserved semen of Curraleiro Pé Duro breed proved viable to cryopreservation process, 

with low morphological alterations of intermediate part and reduced oxidative stress. The 

supplementation of 100 μM palmitic acid to TRIS-Gema diluent preserved viability of 

cryopreserved bovine semen and Eugenol was efficient in reducing sperm oxidative stress and 

preserving the integrity of acrosomal membrane throughout incubation time, without, however, 

improving any of the kinetic parameters evaluated. 

 

KEYWORDS: Oleic acids, Palmitic acid, Bovine, Sperm kinetics, Oxygen reactive species, 

sperm, Eugenol. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A aplicação de tecnologias reprodutivas na bovinocultura tem proporcionado melhores 

resultados neste setor produtivo, permitindo que animais de alto valor genético produzam mais 

descendentes, uma vez que tais medidas possibilitam o aumento do diferencial de seleção, e a 

redução do intervalo entre gerações (NTEMKA, 2016; BALDASSARRE et al., 2004).  

O emprego das biotécnicas como a inseminação artificial (IA), somada a um sistema 

apropriado para avaliação de touros (testes de progênie), oferece condições simples e eficiente 

na disseminação genética, inclusive na transposição de barreiras geográficas (BALDASSARRE 

et al., 2004). No entanto alguns fatores podem interferir nestes resultados, como por exemplo, 

a capacidade de fertilização do sêmen, devido as alterações na morfologia, na integridade e na 

funcionalidade espermática reduzindo os índices reprodutivos (SIKKA, 1996). 

Com o emprego da IA, a utilização de sêmen criopreservado ficou cada vez mais rotineiro, 

diante das práticas de manejo e manipulação do sêmen, como também pela possibilidade de 

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

seminais em touros provocando uma redução nas características in vitro e na fertilidade dos 

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

2000). 

    A membrana plasmática é uma estrutura altamente dinâmica que regula não apenas as 

trocas extracelulares, mas também o processo de fertilização (FLESH e GADELLA, 2000), e 

quando submetida ao decresce de temperatura na etapa de resfriamento do processo de 

criopreservação, suas propriedades físicas são alteradas (HAMMERSTEDT et al., 1990; 

WATSON, 1995; KANDELOUSI et al., 2013). Além disso, a criopreservação desencadeia um 

desequilíbrio no sistema redox, aumentando a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

fisiológica (BILODEAU et al., 2002), formadas a partir de reações ocorridas na presença de 

oxigênio (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), em espermatozoides, morfológica ou 

funcionalmente anormais (AITKEN,1995; BAUMBER et al., 2002).  

Os espermatozoides e o plasma seminal possuem um sistema antioxidante composto por 

catalase (CAT), peróxido de glutationa (GPx) e superóxido dismutase (SOD) como os 

principais fatores enzimáticos antioxidantes (BILODEAU et al. 2000; MEISTER, 1994). No 

entanto, como conseqüência da produção desordenada das ROS nas membranas lipídicas 

espermáticas pode ocorrer o fenômeno de lipoperoxidação (LPO), caracterizado pela 

oxidação dos ácidos graxos poliinsaturados (AGPI) (DEVASAGAYAM; BOLOOR; 

RAMASARMA, 2003).  

https://onlinelibrary-wiley.ez17.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1111/rda.12769#rda12769-bib-0501
https://link-springer-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10561-013-9412-y#CR10
https://link-springer-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10561-013-9412-y#CR29
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Neste contexto, o interesse por substâncias capazes de melhorar as defesas antioxidantes 

de sistemas biológicos bem como o combate a alta produção das ROS, é crescente. Assim 

Sampaio et al. (2015) , observou que a adição de ácidos graxos poli-insaturados e/ou colesterol, 

e compostos naturais com potencial antioxidante, ou  mesmo lipídios específicos é benéfica 

para espermatozoides, por conferir maior proteção durante o processo de criopreservação. 

Os ácidos oléicos e palmíticos, e o composto eugenol, também tem sido reportado como 

substâncias de caráter antioxidativo. Marti et al. (2008) verificou que o ácido oléico aumentou 

a motilidade e a viabilidade espermática, após sua suplementação na criopreservação do sêmen 

ovino. Por sua vez o ácido palmítico e mirístico dentro dos fosfolípidos podem ser oxidados 

para produção de energia (SCOTT e DAWSON, 1968).  De acordo com Gülçin, (2007) o 

eugenol inibiu a peroxidação lipídica apresentando atividade antioxidante poderosa na 

eliminação de radicais. No entanto, ainda não existem evidências e estudos relativos a atividade 

antioxidante do eugenol, na criopreservação espermática de touros.  

Neste cenário, devido à necessidade de manutenção da viabilidade espermática é 

fundamental a ampliação dos conhecimentos relacionados aos procedimentos de 

criopreservação do sêmen, associada a estudos que evidenciem o grau de invasividade nas 

amostras de sêmen dos reprodutores bovinos, pós-criopreservação, com a finalidade de 

aumentar a capacidade fertilizante dessas células. Por conseguinte, o objetivo dessa pesquisa 

foi avaliar a adaptação do sêmen da raça Curraleiro Pé-Duro a protocolo padrão de 

criopreservação para a raça Nelore, além de avaliar os efeitos dos ácidos oléico, palmítico e 

eugenol no diluidor de criopreservação de espermatozoides bovino, sobre a qualidade seminal. 

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Bos taurus taurus x Bos taurus indicus 

 

Os bovinos são animais de grande porte, distribuídos em todos os continentes, 

descendentes de um único tronco filogenético, o qual deu origem ao Bos primigenius, que a 

partir de então originou todos os bovinos domésticos atuais (SANTIAGO, 1986). 

As raças bovinas podem ser separadas em dois grupos principais, taurinos (Bos taurus) e 

zebuínos (Bos indicus), considerado por muitos autores como subespécies Bos taurus taurus e 

Bos taurus indicus (MEIRELLES et al., 1999). 

Historicamente, os Bos taurus taurus a partir do gado ibérico foram introduzidos no 

continente americano nos primórdios da colonização, se naturalizando neste território, 
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garantindo o fornecimento de leite, carne, de locomoção e tração de veículos para a população 

local.  Os primeiros registros de bovinos datam de 1524, se dispersando na América do Sul nos 

40 anos seguintes. No Brasil, registrou-se o primeiro aparecimento bovino em 1534 (PRIMO, 

1992).  

Os registros das primeiras importações de Zebus para a América do Sul datam do século 

XIX e estão até o século XX, desta forma, acredita-se que cerca de 7 mil animais tenham sido 

trazidos por criadores brasileiros durante várias importações até a década de 1960, constituídos 

na maioria dos machos da sub-continência indiana. (MEIRELLES et al., 1999). 

O gado Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus), denomido pela sua comercialização a partir de 

“currais” (CARVALHO, 2015), é produto da seleção natural que ocorreu em vários 

ecossistemas, de cruzamento entre várias raças e populações que originaram as diferentes raças 

locais de gado encontradas atualmente no território nacional (FIORAVANTI et al.,2011). A 

perda da diversidade genética inicial, da concentração e a fixação das características específicas, 

remeteu a formação desta raça (MARIANTE e EGITO, 2002). 

       As raças localmente adaptadas apresentam riqueza alélica significativamente mais alta do 

que raças especializadas e zebuínas. No entanto o número extremamente reduzido de animais, 

especialmente o pequeno número de reprodutores, além da distância geográfica entre os 

rebanhos tornaram-se fatores limitantes para a troca de material genético e está levando a um 

processo de endogamia nos núcleos de conservação (EGITO, 2007).  

  O potencial da raça Curraleiro Pé-Duro para o turismo rural e o gastronômico, o uso em 

áreas de Reserva Particular de Patrimônio Natural (RPPN), além de uma opção pecuária para 

indígenas e quilombolas, traz novas perspectivas para as estratégias que visam à preservação e 

expansão da raça, através do uso das inovações e biotécnicas empregada em sua cadeia 

produtiva (FIORAVANTI et al., 2015). 

 Todavia concomitante ao desenvolvimento do gado taurino, o gado zebuíno despertou 

interesse em núcleos de criadores brasileiros, que ansiavam por modificações no tipo de gado 

existente aqui (SILVA,1947). Portanto, o zebu brasileiro pode ser separado em duas grandes 

populações: animais puros de origem importada (POI) oriundos do acasalamento de machos e 

fêmeas zebuínas importadas da Índia, e animais puros de origem (PO), descentes dos mesmos 

machos zebuínos importados, mas cruzados com fêmeas taurinas (MEIRELLES et al., 1999).  

      Os zebuínos neste aspecto se mostraram promissores, uma vez que historicamente estes 

evoluíram nos trópicos, apresentando resistência a altas temperaturas, a doenças tropicais, a 

grandes variações na disponibilidade dos nutrientes e ao alto desafio de parasitas internos e  

externos (FRISCH, 2004), e mesmo não possuindo um intervalo de gerações considerado curto, 
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responde bem às biotécnicas empregadas para o seu melhoramento genético (ASSIS, 2007).

      Dentro desta perspectiva, o avanço nos sistemas de produção e o estudo sobre as espécies 

bovinas e suas condições reprodutivas, visam um aumento e melhoria na qualidade dos 

rebanhos, e na determinação dos aspectos qualitativos do sêmen, que constitui um processo 

crítico na tomada de decisões para a seleção de reprodutores. Partindo desta visão, tem se 

buscado resultados promissos, apartir de testes laboratoriais mais específicos com o objetivo de 

elucidar a funcionalidade espermática (RODRIGUES, 2009). 

 

 2.2 Estrutura espermática 

 

Em meados do século XVII, os naturalistas da época que buscavam o entendimento do 

processo de reprodução animal, através de observações microscópicas puderam observar o 

gameta feminino e o gameta masculino, outrora chamado de "animalícula", pelo seu 

descobridor, o cientista Van Leeuwenhoek (PESCH e BERGMANN, 2006).  

As discussões acerca dos gametas e do embrião fez com que surgissem duas correntes, a 

ovista e a espermista, ambas acreditavam que o embrião estava contido no ovo, porém os ovistas 

supunham que durante a cópula o sêmen despertaria o coração do embrião adormecido no ovo, 

dando início ao processo de desenvolvimento. Para os espermistas, durante a cópula, o embrião 

contido no espermatozoide entraria no ovo e passaria a receber estímulo e alimento para se 

desenvolver (COLUCCI, 2006). 

Em 1824, autores como J.L. Prevost, J.B. Dumas, Oscar Hertwig e Herman Fol, 

descobriram que os espermatozoides eram agentes ativos da reprodução e observaram a 

penetração do espermatozoide no oócito e a união do núcleo destas células (COLUCCI, 2006).  

Os estudos e as avaliações da morfologia espermática evoluíram ao longo dos anos, os 

diversos métodos e análises utilizadas para observação do sêmen foram fundamentais afim de 

determinar sua estrutura celular e os aspectos inerente a sua produção, sendo geralmente aceito 

que tais células são formadas no interior dos túbulos seminíferos dos testículos (PESCH e 

BERGMANN, 2006). 

 Os espermatozoides mamíferos são células alongadas, e são formados por uma uma cabeça 

contendo um núcleo achatado e de forma oval com a cromatina altamente condensada com a 

sua extremidade anterior recoberto pelo acrossoma, e uma cauda composta de colo e peças 

intermediária, principal e terminal, necessário para a motilidade celular (HAFEZ e HAFEZ, 

2004). 
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Os espermatozoides bovinos apresentam cerca de 75 a 90 μm de comprimento, com a 

cabeça medindo cerca de 4,25 μm de largura, 9,15 de comprimento e 0,5 μm de espessura, 

recoberto pela membrana plasmática, constituída por proteínas e lipídios.  (PESCH e 

BERGMANN, 2006). 

 

Tabela 1. Comprimento (µm), tamanho da cabeça, parte intermédia e peça principal de 

espermatozoide, nas diferentes espécies mamíferas, modificada de acordo com Pesch e 

Bergmann (2006) 

Espécies Comprimento 
Cabeça Peça intermediária Peça principal 

Comprimento Largura Comprimento Largura Comprimento Largura 

Homem 50 – 60 3,4 – 4,6 1,5 – 2,8 3,5 – 5,0 0,8 – 0,6 44 – 50 0,5 – 0,4 

Equino 60 5,0 2,4 8,0 0,5 30 0,49 

Bovino 75 – 90 9,15 4,25 14,84 0,67 50 0,51 

Caprino 50 – 60 8,5 4,25 10,0 - 30 - 

Ovino 70 – 80 8,2 4,25 14,0 0,8 45 0,5 

 

Os espermatozoides possuem estruturas as quais lhes permitem realizar as mais diversas 

funções para alcançarem o propósito de sua produção, a fertilização do oócito. Durante seu 

percusso no trato reprodutivo feminino, cada estrutura interage com o meio, desta forma as 

enzimas do acrossoma e suas membranas, serão essenciais para a fertilização oocitária, assim 

como a motilidade espermártica, alcançada mediante a energia produzida pelo flagelo. Tais 

eventos serão necessários para a junção dos pronúcleos haploides, masculino e feminino, no 

processo de fertilização, acarretando na produção do zigoto, o qual por diante inciciará seu 

desenvolvimento. (KELLY e TRASLER, 2004). 

 Durante o processo de formação espermática, o gameta masculino, sofre inicialmente 

mitose e posteriormente meiose. Esta última é crucial para o desenvolvimento dos 

espermatozoides. Esta fase é caracterizada por extensa remodelação das espermátides, pela 

formação do acrosoma, condensação nuclear, desenvolvimento flagelar e perda da maioria do 

citoplasma. Esses eventos resultam em uma célula altamente diferenciada em estrutura e 

função, totipotente ao desenvolvimento e capaz de penetrar no oócito (EDDY, 2006). 

 

2.2.1 Membrana Plasmática 

 

A membrana plasmática é uma estrutura fina, flexível, semipermeáveis aos solutos polares, 

que envolve todo o espermatozoide, dando sustentação as organelas e componentes 
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intracelulares, define os seus limites e mantém as diferenças entre o citosol e o ambiente 

extracelular (AMANN e GRAHAM, 1992; ALBERTS et al., 2004). A membrana possui 

proteínas específicas as quais facilitam o transporte de glicose e de frutose do meio extracelular 

para o espermatozoide (SCHURMANN et al., 2002). 

O estudo sobre a organização e composição da membrana espermática varia entre as 

diferentes regiões da superfície do espermatozoide, levando ao entendimento de que a 

membrana plasmática é subdividida em domínios regionais, que refletem as funções de 

componentes superficiais e citoplasmáticos de espermatozoides (EDDY, 2006). 

Na cabeça dos espermatozoides os principais domínios da membrana plasmática são: 

Acrosomal (cabeça anterior) e região pós acrosomal (cabeça posterior) (Fig. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A região acrosomal geralmente pode ser subdividida em: (a) domínio do segmento 

marginal (segmento apical, banda anterior, borda periférico) sobre a margem anterior do 

acrosoma, (b) domínio do segmento principal (domínio acrosomal anterior) sobre a maior parte 

FIG. 1. Características gerais da cabeça do espermatozoide de rato e coelho. As principais regiões da cabeça dos 

espermatozoides é a região acrossômica e a região pós-cromossômica. A região acrossomal da cabeça do 

espermatozoide de camundongo em forma de falciforme tem um acrossoma anterior relativamente pequeno em 

comparação com a cabeça espermática de coelhos. No entanto, o segmento equatorial do espermatozoide de rato 

é mais expansivo do que a mesma região no espermatozoide de coelho. A região pós - acrossomal é aquela porção 

do cabeça de espermatozoide não coberta pelo acrossoma. O anel posterior define o limite entre o domínio pós - 

acrossomal da cabeça e a peça de conexão. Fonte: (EDDY, 2006) 
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do acrosoma, e (c) domínio do segmento equatorial (domínio acrosomal posterior) sobre a parte 

posterior do acrosoma (BEARER, 1960). 

As regiões acrossomal e pós-acrossomal é delimitada pelo anel subacrossomal. Por sua vez 

o anel posterior dividi a cabeça do flagelo espermático, protegendo os compartimentos 

citoplasmáticos das duas porções principais do espermatozoide (EDDY, 2006) 

A membrana plasmática do flagelo é dividida em domínio da peça intermediária, domínio 

da peça principal e domínio da peça terminal (EDDY, 2006). Os domínios das peças, 

intermediária e principal são separados por um anel fibroso que é um componente do 

citoesqueleto flagelar e está intimamente ligado ao interior da superfície da membrana 

plasmática (TOSHIMORI, 1998). 

A característica de mosaico fluído da membrana plasmática tem papel fundamental no 

equilíbrio das reações celulares e eventos que antecedem a fertilização. Estruturalmente a 

membrana plasmática é constituída por uma bicamada lipídica, com proteínas associadas, 

contendo moléculas de fosfolipídios polares, distribuídas assimetricamente, e propriedades 

anfipáticas, todas orientadas de maneira que a porção hidrofílica se dirige para a superfície da 

membrana, embora exista diferença considerável entre as espécies de mamíferos (COOPER, 

1996). 

Dentre algumas proteínas observadas na membrana plasmática, as proteínas do canal de 

cálcio, ex. CatSper1 e CatSper2, estão envolvidas na regulação da homeostase de cálcio 

necessária para várias funções espermáticas, apresentando alta tensão ativada na regulação da 

entrada de Cálcio (EDDY, 2006).      

A composição lipídica da membrana plasmática apresenta grande quantidade de ácidos 

graxos poli-insaturados, especialmente dipoliinsaturados (fosfolípidos esterificado com dois 

ácidos graxos poli-insaturados), que é encontrado apenas no sêmen, retina e certas áreas do 

cérebro (LADHA, 1998). 

Os ácidos graxos poliinsaturados auxiliam na fluidez e flexibilidade da membrana, de tal 

forma que a composição lipídica da membrana tem sido relacionada a suas funções específicas, 

porque promove a criação de microdomínios com fluidez diferente, fusogenicidade e 

características de permeabilidade, importante no processo de fertilização oocitária (MEIZEL e 

TURNER, 1983).  

O padrão lipídico definitivo dos espermatozoides ejaculados é atingido apenas após a 

maturação epidídimica, isso por que durante este evento os espermatozoides sofrem diversos 

processos bioquímicos capaz de rearranjar a estrutura da bicamada lipídica, e em ruminantes 
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cumina com redução do conteúdo lipídico durante a maturação epididimária (AVELDAÑO, et 

al., 1992). 

Os principais lipídios encontrados na membrana plasmática dos espermatozoides são 

assimétricos na sua distribuição nas duas faces da bicamada, na face externa encontra se a 

esfingomielina e fosfatidilcolina, já na face interna, região citoplasmática, encontram se 

fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol (LEHNINGER et al., 2000), os quais 

conferem à membrana maior fluidez. Entretanto esta característica será dependente da 

composição e da temperatura, uma vez que a mudança de estado líquido para gel em membranas 

com maior proporção de lipídios de cadeia insaturada ocorre em temperaturas menores. 

(ALBERTS et al., 1997). 

A composição lipídica nas células espermáticas varia de espécie para espécie, sendo a 

plasmalogencolina o principal fosfoglicerídio dos espermatozoides de bovinos (SCOTT, 1973). 

O principal ácido graxo poliinsaturado dos fosfolipídios colina é o ácido docosa-hexaenoico 

(22:6), enquanto da fração fosfolipídica etanolamina o ácido linoleico (18:2) é o principal ácido 

graxo insaturado. Durante o remodelamento da maturação espermática ocorre aumento na 

proporção de ácidos graxos poli-insaturados dos espermatozoides, devendo ter efeito 

pronunciado nas propriedades físicas e químicas da membrana lipoproteica 

(VANDENHEUVEl, 1971). Assim, qualquer mudança que ocorra em cada fosfolipídio, ou na 

composição de seus ácidos graxos, altera a estrutura e a função da membrana dos 

espermatozoides (KHOSRO BEYGI e ZARGHAMI, 2007). 

 

2.2.2 Cabeça 

 

Os espermatozoides mamíferos possuem cabeça constituída de acrossoma e núcleo, 

contornado por quantidades moderadas dos componentes do citoesqueleto e do citoplasma. O 

núcleo é haploide, contendo somente um membro de cada par cromossômico, e a cromatina se 

torna altamente condensada durante a última fase da espermatogênese, (EDDY, 2006). O ácido 

desoxirribonucleico (DNA) condensado, e as histonas de ligação, são parcialmente substituídos 

durante a espermiogênese por protaminas. 

O núcleo contém a cromatina condensada com a informação genética. A forma do núcleo 

é específica da espécie e geralmente é achatada dorso ventralmente; o contorno tende a ser oval 

ou falciforme (BEDFORD e CALVIN, 1974). No entanto na região do pescoço, há uma 

pequena área de cromatina não condensada, sendo possível transcrição, tradução e proteína-

biossíntese (DADOUNE et al., 2004; MILLER et al., 2005).  
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O acrossoma origina-se do complexo de Golgi, durante a espermatogênese, e situa-se na 

cabeça espermática, como um tampão sobre o núcleo, se justapõem a extremidade anterior do 

núcleo e os componentes do citoesqueleto no espaço estreito entre o acrosoma e o núcleo e 

entre o acrosoma e a membrana plasmática, apresentando-se achatado no plano do eixo anterior-

posterior do espermatozoide, simétrico ao núcleo (PESCH e BERGMANN 2006). 

Os espermatozoides apresentam variações de especificidade e forma entre as espécies. Na 

cabeça o acrossoma se estrutura recobrindo o seu primeiro dois terços. As suas membranas, 

interna e externa, se fundem em sua parte distal. (FAWCETT, 1970). Enzimas hidrolíticas como 

acrosina, hialuronidase e muitas outras hidrolases e esterases, estão presentes no acrosoma, 

sendo essenciais para a lise da zona pelucida e penetração de corona radiata do oocito. Elas são 

liberadas durante a reação acrossômica quando a membrana exterior acrosomal se funde com a 

membrana plasmática (ROVAN, 2001)  

O acrossoma pode ser subdividido em três diferentes segmentos: (a) a margem anterior que 

é o segmento apical, (b) o segmento de volta sobre a metade anterior que é denominado de 

principal segmento e (c) a porção caudal da tampa que é o segmento equatorial. A junção entre 

o segmento principal e o segmento equatorial é marcada por uma diminuição abrupta da 

espessura da capa acrossomal e um aumento considerável na densidade de seu conteúdo. Entre 

o acrossoma e o núcleo há um pequeno espaço sub acrossomal com conteúdos amorfos de baixa 

densidade, sua função é de ligar o acrossoma ou núcleo subjacente como uma camada adesiva 

(FAWCETT, 1970). 

O acrossoma se conecta ao flagelo através da fossa de implantação da região da cabeça 

com a região flagelar, que serve como a fixação da cabeça para o “capítulo” da região flagelar. 

(PESCH e BERGMANN, 2006). 

 

2.2.3. Colo 

         

        O colo espermático é um segmento que permite a conexão da cabeça com o flagelo, e está 

ligado anteriormente à placa basal, uma densa placa aderente ao exterior da membrana nuclear 

do envelope nuclear, e posteriormente às fibras densas externas do flagelo, apresentando 

aproximadamente 1µm de comprimento, variando também em relação a  sua forma, que é 

alongado no eixo transversal da cabeça (EDDY, 2006; PESCH e BERGMAN, 2006).   

        O colo é composto por uma estrutura fibrosa densa e por colunas segmentadas. Em 

espermatozoides maduros observa-se centríolos na região proximal do colo, estando ausentes 

na região distal (PESCH e BERGMAN, 2006)   
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        Os centríolos distais funcionam como base para o flagelo durante sua formação no início 

da espermiogênese. As proteínas fibrosas diferenciam-se em torno do centríolo nas 

espermátides, formando posteriormente duas colunas principais e cinco menores. 

Posteriormente as duas principais colunas serão divididas em dois, completando nove colunas 

de diâmetro semelhante, com nove fibras densas externas flagelo na junção do colo e da peça 

intermediária (PESCH e BERGMAN, 2006). 

        Estudos de fratura por congelamento indicam que a membrana do envelope nuclear que 

reveste a fossa de implantação contém uma população densa de grandes e regularmente 

partículas intramembranosas espaçadas em torno de uma região livre de partículas centrais 

(EDDY,2006). 

        Filamentos finos atravessando a estreita região entre o colo e a placa basal 

presumivelmente são responsáveis por anexar o capítulo do flagelo à placa basal da cabeça 

(STACKPOLE e DEVORKIN, 1974). 

 

2.2.4 Flagelo 

 

O flagelo se conecta com a cabeça espermática, sendo a parte mais longa do 

espermatozoide de mamíferos, estando envolvido com a motilidade celular. Morfologicamente 

o flagelo consiste em quatro segmentos distintos: a peça de ligação (pescoço) da cabeça com o 

flagelo, a peça intermediária, a peça principal e a peça da extremidade. Os principais 

componentes estruturais internamente ao flagelo são o axonema, a bainha mitocondrial, as 

fibras densas exteriores, e o revestimento fibroso, (ZAMBONI e STEFANINI, 1971), uma 

estrutura especializada do citoesqueleto (TURNER, 2006). 

O flagelo dos espermatozoides mamíferos, apresenta formato cilindro e delgado, são 

compridos, com tamanho médio que varia de 50-100 μM de comprimento e 0,5 a 1 μm de 

diâmetro, e apresentam uma estrutura principal de 200 nm de diâmetro chamado de axonema 

(GIBBONS, 1981). Este é composto por 9 microtúbulos duplos de aproximadamente 20 nm de 

diâmetro que constitui a periferia de um cilindro cujo centro é ocupado por dois microtúbulos 

centrais, sendo todo o complexo denominado de 9 + 2 (GIBBONS, 1981).     

Nos mamíferos observa-se a presença de componentes adicionais complementares ao 

axonema, esses componentes são denominados de fibras densas exteriores e os elementos de 

revestimento fibroso, que são adicionados em paralelo com os axonema durante o processo de 

espermatogênese (NICASTRO et al., 2006).  
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A bainha mitocondrial caracteriza a porção intermediária do flagelo espermático, medindo 

cerca de 5mm, e rodeia o complexo axonêmico e as nove fibras densas externas (PESCH e 

BERGMANN, 2006).  

As mitocôndrias são organelas subcelulares eucarióticas com papéis fundamentais na 

síntese de ATP, morte celular programada, e envelhecimento (LILL e KISPAL, 2000). As 

mitocôndrias carregam o remanescente de um genoma de α -proteobacteriana (PESOLE et al., 

2012). Esses genes codificam as subunidades centrais da cadeia de transporte de elétrons 

respiratórios, que gera ATP por meio da fosforilação oxidativa (Fig.2) (MITCHELL, 1961).  

As mitocôndrias são organizadas em giros, geralmente organizadas em trípla hélices no 

espermatozoide de touro (EDDY, 2006). As mitocôndrias contêm seu próprio DNA (mtDNA), 

codificando apenas algumas proteínas mitocondriais, sintetizadas pelos ribossomos citosólicos 

e pós-translacionalmente transportados ou importados para dentro das mitocôndrias, onde eles 

são classificados para um dos quatro subcompartimentos mitocondriais. (VAN DER LAAN et 

al., 2010).  

As mitocôndrias apresentam uma grande importância para o desempenho dos 

espermatozoides, uma vez que atuam nas vias metabólicas para a produção de ATP, essencial 

na cinética espermática, estabelecendo uma correlação positiva entre sobrevivência e o número 

de mitocôndrias. Espermatozoides com muitas mitocôndrias possuem maior capacidade de 

sobrevivência (ROVAN, 2001).  

A relação produção/consumo energético mitocondrial versus função espermática apresenta 

diferenças entre as espécies influenciando sobre a produção, passagem e manipulação dos 

espermatozoides. Uma vez se estabelecendo a medição para processamento e armazenamento 

espemático, é possível estabelecer meios energéticos para maior viabilidade e longevidade para 

espermatozoides, reduzindo os danos espermáticos após o processo de criopreservação 

(MORAES e MEYERS, 2018).  

 

 

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez17.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3814205/#evt147-B26
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez17.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3814205/#evt147-B35
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez17.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3814205/#evt147-B35
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez17.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3814205/#evt147-B29
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Fig. 2. Cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. Os complexos I, III e IV bombeiam protões para o espaço 

intermembranar, contribuindo para o gradiente de protões. Os complexos I e III são as principais subunidades 

produtoras de ROS, com o superóxido sendo liberado na matriz de ambos os complexos, bem como o espaço 

intermembranar para o Complexo III. O oxigênio é reduzido a água no Complexo IV, que é o principal passo de 

consumo de oxigênio da respiração celular. O complexo V, ATP-Synthase, ocorre quando a síntese de ATP pela 

utilização da força motriz de prótons é criada através da membrana mitocondrial interna. A antimicina é um 

inibidor específico do Complexo III e a oligomicina é um inibidor da ATP-Sintase. FCCP e CCCP são ionóforos 

que separam o IMM para induzir a máxima respiração mitocondrial. (MORAES e MEYERS, 2018). 

 

 

As mitocôndrias possuem dupla membrana: a membrana mitocondrial externa e a 

membrana mitocondrial interna, que são separadas por um espaço intermembranoso 

(MANNELLA, 2006). Na membrana mitocondrial externa os íons e a maioria dos metabólitos 

menores que 10kDa nas mitocôndrias apresentam transito livre entre o meio interno e externo 

devido a poros proteicos não específicos chamados porinas, presente na membrana (ORTEGA 

FERRUSOLA et al., 2010; NICHOLLS e FERGUSON, 2013). Na membrana mitocondrial 

interna, há produção de ATP via fosforilação oxidativa, além do controle do transporte de íons 

e metabólitos via transportadores, e do estress oxidativo da célula (NICHOLLS e FERGUSON, 

2013). 

 

2.3 Biologia redox e as Espécies Reativas   

 

A necessidade de oxigênio (O2) pelos animais, como insumo para produção eficiente de 

energia nas mitocôndrias, fez com eles fossem capazes de desenvolver defesas antioxidativas 

durante sua evolução, que combatessem as características tóxicas deste gás (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2006). 

As cianobactérias  em seu processo evolutivo começaram a produzir uma maior 

quantidade de O2  através da fotossíntese, desta forma passaram a liberar quantidades 
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significativas de O2   na atmosfera terrestre, a partir do momento que utilizavam dióxido de 

carbono e água, para obter glicose através da energia da luz solar (LANE, 2002).  

Inicialmente, a maior parte deste O2 foi consumida para a formação dos depósitos de 

óxido metálico que existem hoje em rochas e minérios. Posteriormente, o O2 acumulou -se na 

atmosfera, de forma vantajosa, uma vez que o aumento do O2 atmosférico  levou à formação 

do ozônio (O3), que pode ter ajudado os organismos a deixar o mar e colonizar a terra, e 

removeu o ferro ferroso (Fe 2+ ) dos ambientes aquosos formando complexos férricos insolúveis 

(LANE, 2002).  

No entanto como foi possível os organismos fotossintéticos produzirem O2, sendo ele 

tóxico? e como as cianobactérias puderam evoluir a fotossíntese em um mundo 

preantioxidante? Algumas teorias são discutidas, e a tendência mais aceita acredita que 

provavelmente o Fotossistema II (PSII) tenha evoluído a partir de uma forma contendo 

manganês da enzima, capazes de catalisar a quebra de H2O2 catalase, sugerindo que os 

precursores evolutivos de PSII usaram H2O2 como um substrato e apenas mais tarde evoluiu o 

aumento da ferocidade química necessária para dividir a água (LANE, 2002 ; OLSON e 

BLANKENSHIP, 2004).  

Hoje certamente sabe-se que o metabolismo oxidativo é um dos pilares da vida aeróbica 

e utilizar oxigênio em sistemas biológicos está associado à formação de espécies reativas 

(HALLIWELL, 2006). 

Os Radicais livres ou espécies reativas, são qualquer espécie capaz de existência 

independente que contém um ou mais elétrons não emparedados, que ocupa um orbital atômico 

ou molecular por si só.  O radical livre mais simples é o hidrogênio, uma vez que um átomo de 

hidrogênio tem apenas um elétron (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006). 

     Os radicais livres em sua maioria são derivados de O2, sendo chamados de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). De modo geral, as ROS são 

moléculas que contêm um oxigênio num estado altamente reativo, com uma alta capacidade 

oxidativa (CARDOSO et al., 2006). 

     Os radicais livres são produzidos continuamente como parte da função normal das 

células. Entretanto, o excesso de produção de radicais livres provenientes de fontes endógenas 

ou exógenas podem acarretar desequilíbrio das funções organicas favorecendo ao 

desenvolvimento de muitas doenças (YOUNG e WOODSIDE, 2001). 

A produção fisiológica das ROS ocorre de forma a permitir um equilíbrio na 

manutenção das funções orgânicas, no entanto desequilíbrios ocasionados por fatores adversos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1475431/#bib40
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estimula a formação e a ação maléfica das ROS, em uma variedade de fenômenos biológicos, 

desde mutação até processos inflamatórios (KHOEN e NYSKA, 2002).  

 As ROS são formadas pela redução incompleta do oxigênio molecular, que forma H2O, 

originando intermediários reativos como: os radicais superóxido (O2-), hidroperoxila (HO2º) e 

hidroxila (OHº) e, o peróxido de hidrogênio (H2O2) (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), as 

ROS tal como o H2O2 tem sido apontado como agente redutor da motilidade espermática em 

ratos, homem e touro (BILODEAU et al., 2002). 

Os radicais superóxido (O2-), derivam do oxigênio molecular, pela adição de um 

elétron, caracterizando-se pela pouca reatividade sem capacidade de penetrar as membranas 

lipídicas, atuando apenas no compartimento onde é produzido. Entretanto são formados em 

quase todas as células aeróbicas de forma espontânea, e contribuem para a formação de outras 

ROS, devido a seus efeitos tóxicos (VISHAL e GUPTA, 2005).  

 Os OHº possuem vida curta, tem alto poder radioativo e são os responsáveis pela oxidação 

de compostos orgânicos (TEIXEIRA e JARDIM, 2004). A sua produção leva a modificações e 

quebra na ligação das bases nitrogenadas, purinas e pirimidinas, além de também causar 

lipoperoxidação microssomal, mitocondrial e na membrana celular (VISHAL et al., 2005). 

O H2O2 é um agente oxidante que tem a capacidade de atravessar membranas lipídicas e, 

apesar de ser lento, quando se liga ao Fe++ nas reações de Fenton ou Haber-Weiss se torna 

altamente tóxico para as células (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), gerando o OHº, que é 

considerado o radical livre mais reativo em sistemas biológicos (FERREIRA e MATSUBARA, 

1997), causando danos ao DNA e RNA, associado indiretamente com mutação e carcinogênese 

(VISHAL et al., 2005). 

 

2.3.1 ROS e os danos oxidativos 

 

   As células geralmente funcionam em um estado reduzido, sendo necessário algum grau 

de oxidação localizada, isto por que inúmeros fatores de transcrição de genes requerem 

oxidação transitória para a sua função (ARUOMA e HALLIWELL, 1987), de modo que poucas 

quantidades de espécies reativas de oxigênio normalmente podem estimular a proliferação 

celular (GUTTERIDGE; ROWLEY; HALLIWELL, 1981).  

    Devido ao seu metabolismo aeróbico, os espermatozoides produzem espécies reativas de 

oxigênio (ROS) (Aitken, 1995). Podendo os ROS estimular a motilidade hiperativada e a 

fosforilação da tirosina em várias proteínas associadas à capacitação (de Lamirande et al., 

1997). No entanto altos níveis de ROS gerados por leucócitos infiltrados ou espermatozoides 
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anormais podem sobrecarregar as defesas antioxidantes do plasma seminal, levando à 

peroxidação de ácidos graxos poliinsaturados de membrana plasmática (LP) e DNA (Aitken e 

Clarkson, 1987). 

A geração das ROS pode ocorrer através de enzimas tais como, a óxido nítrico sintase 

(NOS) e nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) oxidase. Podendo haver uma 

superprodução de ROS decorrente tanto da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons, 

quanto da estimulação excessiva de NADPH, a qual resulta em estresse oxidativo, um processo 

nocivo que pode ser um importante mediador de danos nas estruturas celulares (VALKO et al., 

2007). 

 O espermatozoide equino usa a NADPH como substrato para geração de superóxido (O2) 

(SABEUR e BALL, 2006). No entanto, alguns autores, acreditam que uma oxidase, ainda não 

identificada, localizada na membrana, é a responsável pela produção de O2- no espermatozoide 

(LAMIRANDE e LAMOTHE, 2009). 

  As principais fontes de ROS no ejaculado são os espermatozoides, nos quais as células 

inviáveis são capazes de gerar maiores quantidades de espécies reativas. A atividade 

antioxidante desenvolvida pelas enzimas espermáticas pode estar limitada, devido estarem mais 

concentradas na peça intermediária, deixando grande parte da membrana que recobre a cabeça 

e a cauda menos protegida. Valorizando o plasma seminal na importância da proteção do 

espermatozoide contra os danos oxidativos gerado através do próprio espermatozoide e pelos 

fagócitos presentes no ejaculado (AITKEN, 1995). 

As ROS geradas na cadeia respiratória do espermatozoide, em certa quantidade são 

necessárias para a função normal das células espermáticas. Quando a produção de ROS excede, 

o potencial antioxidante destas células pode ser esgotado e levar ao desenvolvimento do estresse 

oxidativo, que, quanto maior for à exposição dos espermatozoides a estas ROS maiores serão 

os danos, provocando lipoperoxidação da membrana celular, como também alteração da 

estrutura dos receptores de proteínas, enzimas, além de afetar a fragmentação do DNA 

espermático (FRACZEK e KURPISZ, 2005). 

  A geração de altas concentrações de espécies reativas de oxigênio no sêmen também é 

atribuída ao declínio no metabolismo de energia do espermatozoide, na motilidade e viabilidade 

espermática e à desnaturação do DNA em cavalos, touros, carneiros, bodes e homens. Além 

disso, a presença de lipídios altamente insaturados e uma pequena quantidade de citoplasma, 

tornando-os suscetíveis aos danos peroxidativos (BILODEAU et al., 2002; VERNET et al., 

2004). 
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  Os danos provocados pelas ROS são capazes de induzir a lipoperoxidação (LPO), que é 

uma deterioração oxidativa dos ácidos graxos polinsaturados (AGPI), formando uma série de 

produtos tóxicos. As membranas e organelas celulares (mitocôndria, lisossomos e 

peroxissomos) contêm grande quantidade de AGPI, os quais juntamente com as proteínas 

compõem os maiores constituintes biológicos de membranas (DEVASAGAYAM et al., 2003). 

No entanto, se faz necessário a presença de AGPI nas membranas espermáticas, para uma 

melhor fluidez e conseqüente viabilidade celular, indispensável à fertilização (DE 

LAMIRANDE e GAGNON, 1993).  

A todo momento, os AGPI sofrem danos, o que pode resultar na redução da motilidade 

espermática, presumivelmente por uma perda rápida de ATP intracelular, danificando o 

axonema, e as demias estruturas espermáticas (RAO e GANGADHARAN, 2008). 

 

2.4 Defesas antioxidantes 

 

  Pressupondo que o aumento nos níveis de O2  é crucial para a geração de ROS, é necessário 

buscar estratégias eficientes capazes de minimizar tais danos, uma vez lembrado, que nos 

animais a principal fonte de O2  é, provavelmente, a cadeia transportadora de elétrons. Por sua 

vez a citocromo oxidase não libera ROS, uma vez que, recebe um elétron de cada uma das 

moléculas de citocromo c e transfere-os para uma molécula de O2, convertendo assim o O2 

molecular em duas moléculas de água (TURRENS, 2003). 

A formação de 4-hidroxinonenal dentro de mitocôndrias parece ativar proteínas de 

desacoplamento, o que deve, em seguida, diminuir o potencial de membrana. As proteínas que 

se ligam aos íons metálicos (como transferrina, ferritinas e metalotioneínas), lhe conferindo 

formas diferenciadas, impedem a química de Fenton, além de apresentarem atividade catalítica, 

estando presente em quase todas as células eucariotas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).  

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 e ARNÉR, 2001). 

As defesas antioxidantes endógenas têm como função remover as ROS ou convertê-las em 

produtos intermediários não tóxicos. Existem várias evidências da atividade protetora dos 

componentes do sistema antioxidante (FERREIRA e MATSUBARA, 1997), como o combate 
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da LPO e do apoptose espermático, prevenção as lesões de reperfusão pós-isquemia de coração, 

rim, fígado e intestino, desempenhada por enzimas como, SOD e CAT (SHAN et al., 2009). 

O complexo de SOD juntamente ao manganês (MnSOD) na matriz mitocondrial, e o SODs 

com cobre e zinco (CuZnSOD) no espaço intermembranar mitocondrial e nos de mais 

compartimento celular, são importantes para catalisar a dismutação do oxigênio (FRIDOVICH, 

1995).  

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 E GUTTERIDGE, 2006). 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 ROS, ou seja, de forma geral atuam 

prevenindo ou minimizando os danos provocados pelas ROS (SILVA, 2010). 

Os antioxidantes combatem as ROS 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 ROS. 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). 

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 e 

MATSUBARA, 1997). Por sua vez a vitamina C proporciona proteção contra a oxidação 

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

e PATIL, 2007). 

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 e GUERRA, 

2011). 

 

2.5 Os ácidos graxos  

 

Os ácidos graxos são moléculas compostas de uma cadeia de hidrocarboneto e um 

grupamento carboxila, classificados como saturados e insaturados. São formados por 

fosfolipídio, diglicerídeos e triglicerídeos sendo estes primeiros constituintes primários das 
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membranas biológicas (HAMES e HOOPER, 1997). Podendo também ser encontrados nas 

membranas espermáticas, os ácidos palmítico e esteárico (AITKEN e BAKER, 2006).  

 A composição de ácidos graxos dos espermatozóides tem se mostrado importante para a 

função espermática, uma vez que incorporados à membrana são importantes para a motilidade 

dos espermatozoides, a viabilidade espermática e o processo de fusão entre o espermatozoide e 

o oócito (LEWIS e MACCARRONE, 2009). 

 Em humanos os espermatozoides contêm alta quantidade de ácidos graxos poliinsaturados 

(PUFAs), com níveis especialmente altos de ácido docosahexaenóico (DHA, C22: 6 n-3). 

Estudos mostram que os AGPIs ômega-3 nos espermatozoides e, especialmente, o deco-

hexanóico (DHA), modulam a concentração, morfologia e motilidade dos espermatozóides de 

forma positiva (MARTINEZ-SOTO et al., 2013).  

O epidídimo é o órgão responsável pelo processo de maturação e remodelação da 

membrana espermática. Durante a remodelação, ocorre a absorção de glicoproteínas 

epididimárias e consumo de fosfolípidos da bicamada de membrana, além da translocação de 

proteínas e componentes lipídicos (JONES,1997), necessários para que o espermatozoide 

adquira mobilidade progressiva e capacidade de fertilizar um oócito (GATTI et al., 2004).  

Os ácidos graxos, em especial os fosfolipídios sofrem uma grande redução durante a fase 

epididimária, os espermatozoides bovinos chegam a perder metade dos seus principais 

fosfolipídios. Esta perda é necessária, uma vez que a retenção de ácidos graxos (saturados, 

monoinsaturados e poliinsaturados) indica a imaturidade e/ou defeito espermático (POULOS 

et al., 1973).  Ahluwalia e Holman (1969) estudando a estrutura espermática, observaram que 

a cauda do espermatozoide mantém mais ácidos graxos poliinsaturados do tipo n-3 do que a 

cabeça espermática, enquanto que a cabeça possuía uma maior concentração de ácidos graxos 

poliinsaturados tipo n-6 que as caudas. 

Os ácidos graxos ligados aos fosfolipídios nos espermatozoides bovinos também se 

alteraram durante a migração pelo epidídimo. A maioria das principais espécies de ácidos 

graxos, incluindo os ácidos palmítico, esteárico, oleico e araquidônico, diminuiu tanto em sua 

composição percentual quanto em sua concentração absoluta por espermatozoide (POULOS et 

al.,1973). 

O ácido palmítico e o ácido esteárico foram identificadas como os ácidos graxos mais 

saturados presente no sêmen humano (KOPPERS et al., 2010). Altos níveis de ácidos graxos 

poliinsaturados tipo n-6, foram encontrados em homens inférteis, apresentando uma relação 

positiva com a diminuição da concentração espermática, da motilidade e maior contagem de 

células patológicas (SAFARINEJAD et al., 2010).     
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No plasma seminal os ácidos graxos docosahexaenóico (DHA), plamítico, oleico, 

linoleico, araquidônico, linolênico e esteárico (TAVILANI, 2006), conferem proteção aos 

espermatozoides contra choques térmicos e manutenção da motilidade espermática, 

desempenham importante papel na funcionalidade da célula, e consequentemente na capacidade 

de fertilização (GULAYA et al., 2001). 

Segundo Peréz-Pé et al. (2001) a adição de ácido oleico-linoléico teve um efeito benéfico 

na preservação da viabilidade de espermatozoides ovinos. Takahashi et al. (2012) relataram que 

a adição de ácido graxos exógenos melhorou a motilidade de espermatozoides congelados e 

descongelados e a viabilidade do sêmen de touro. 

Estima-se que mudanças na quantidade e composição de lipídios na membrana plasmática 

dos espermatozoides durante a maturação explique a sensibilidade observada no 

espermatozoide ejaculado. Essas alterações podem explicar a redução da fluidez da membrana 

de espermatozoides de touro, observada por espectroscopia de polarização de fluorescência 

(MANDAL; BADYAKAR; CHAKRABARTY, 2014). 

  

2.6 Eugenol 

 

O eugenol(2-Methoxy-4-(2-propenyl)phenol,4-Allyl-2-methoxyphenol,4Allylguaiacol) 

é uma substância ativa que atua como depressor do sistema nervoso central, cuja concentração 

varia de 70 a 95% da composição total do óleo essencial do cravo-da-índia (Syzygium 

aromaticum), obtido pela destilação das folhas e flores (incluindo talos) desta árvore 

(ANDERSON et al., 1997).  

Esse composto natural tem sido utilizado como anestésico alternativo para peixes. A sua 

utilização, nos reprodutores, tem por finalidade reduzir o estresse no manejo de peixes. Além 

de apresentar vantagens como, o acesso mais viável, face à dificuldade de obtenção dos 

químicos utilizados e economicamente compensatórios (PEREIRA et al., 2016).  

O eugenol é um composto orgânico seguro e não-mutagênico e totalmente eliminado da 

corrente sanguínea e do tecido muscular de peixes em menos de dois dias após o seu uso 

(WOODY et al., 2002). 

A utilização de anestésicos naturais ou sintéticos no manejo de peixes para a reprodução 

geram questionamentos na qualidade seminal, devido a interferência destes sobre os parâmetros 

de motilidade, cinética, morfologia, pH e osmolaridade (PEREIRA et al.,2016). 

Pereira et al. (2016) avaliando a influência de 120 mg L-1 de eugenol como anestésico 

natural sobre a qualidade do sêmen de Tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus), observou que 
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o eugenol reduz o percentual de motilidade, e aumentou a taxa de espermatozoide 

morfologicamente defeituoso, no entanto não interferiu no volume espermático ou no pH 

seminal. 

O Eugenol é um dos principais componentes fenólicos do óleo essencial do cravo-da-

índia (Eugenia caryophyllata), e vem demonstrando em vários testes biológicos, atividades anti-

inflamatórias por inibição da atividade da enzima ciclooxigenase II, atividade analgésica devido 

a ligação seletiva no receptor de capsaicina, atividade antioxidante, e atividade antibacteriana 

contra microorganismos gram-positivos e gram-negativos (KALEMBA e KUNICKA, 2003). 

O eugenol além de característica anestésica possui comprovada função antioxidante, 

anticarminativa, antiespasmódica, antisséptica e antimicrobiana (MYINT et al., 1996). Oya et 

al. (1997) estudando a ação de produtos naturais quanto a propriedade de sequestrar radicais 

livres, observaram que o eugenol apresentou maior capacidade para seqüestrar radicais livres, 

devido ao grupo hidroxil fenólico.  

Pulla et al. (1992) demonstraram que o eugenol inibe a peroxidação lipídica induzida in 

vitro, possuindo habilidade em prevenir a oxidação de lipídios polinsaturados no fígado de 

ratos.  

Nagababu et al.(2010) ao avaliar a atividade antioxidante do eugenol em estudos in vitro 

e in vivo, através da indução da peroxidação lipídica in vitro na mitocôndria por (Fe (II) --

ascorbato) ou (Fe (II) + H (2) O (2)), verificou que o eugenol inibiu completamente a 

peroxidação lipídica mediada por reagente de ferro e Fenton. Observando ainda que a atividade 

inibitória do eugenol foi cinco vezes superior à observada para o alfa-tocoferol e cerca de dez 

vezes menor do que a observada para o BHT. 

No entanto, em altas concentrações, o eugenol tem efeitos adversos, incluindo reações 

inflamatórias e alérgicas, possivelmente devido à formação de radicais fenoxil e, 

posteriormente, de nove intermediários, através de sua atividade pró-oxidante (GÜLÇIN, 

2011). 

O eugenol é capaz de inibir significativamente o aumento da atividade da transaminase 

glutâmico oxalacética (TGO) e da necrose celular, sem, no entanto, proteger o retículo 

endoplasmático (ER) contra danos, conforme avaliado por sua falha em prevenir uma 

diminuição na atividade do citocromo p450 e da G-6-fosfatase (NAGABABU et al., 2010). 

GÜLÇIN (2011), avaliando a atividade antioxidante do eugenol observou que este tem 

capacidade de redução do íon férrico (Fe3 +) – através da doação de elétrons, demonstrando 

propriedades para neutralizar os radicais livres, formando produtos estáveis. Esse poder redutor 

https://www.researchgate.net/profile/Ilhami_Guelcin
https://www.researchgate.net/profile/Ilhami_Guelcin
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foi maior que os demais antioxidantes padrão utilizados, como o trolox, hidroxitolueno butilado 

(BHT), hidroxianisol butilado (BHA) e α-tocoferol. 

O Eugenol inibe lesões oxidativas, cujo seu efeito na peroxidação lipídica ocorre através 

da atividade antioxidativa mediada por superóxido. Além disso, a inibição da xantina oxidase 

por eugenol foi relatada por (RAJAKUMAR e RAO, 1993). 

A atividade antioxidante do eugenol está intimamente relacionada à sua capacidade de 

reduzir danos no DNA, mutagênese, carcinogênese e inibição de agentes patogênicos 

(ROGINSKY e LISSI, 2005). 

 

2.7 Criopreservação do sêmen 

 

Após a inseminação artificial (IA) realizada por Lazzaro Spallanzani em 1780, diversos 

pesquisadores sob os artifícios do avanço genético começaram a investigar a biologia e a 

morfologia dos espermatozoides, além da composição de diluidores e a criopreservação 

espermática (WALTERS, 2009). 

No entanto foi a partir dos anos de 1930 e 1940, que os pesquisadores observaram que os 

espermatozoides sobreviviam sob congelação em temperaturas abaixo de 160°C negativos 

(WALTERS, 2009). Mas criopreservar ainda era desafiador, uma vez que tal processo é capaz 

de alterar a estrutura celular e molecular (BENSON et al., 2012), mesmo possibilitando a 

utilização seminal por períodos prolongados, minimizando os riscos de transmissão de doenças 

sexualmente transmissíveis, além de favorecer a rápida difusão de material genético entre 

regiões, países e continentes (ARAV e SARAGUSTY, 2016). 

Na década de 80 o Brasil, por meio da 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, tornando possível a 

criação de  uma rede de conservação de recursos genéticos animais por meio do armazenamento 

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

A descoberta de agentes crioprotetores permitiu a expansão dos programas de reprodução, 

através da criopreservação espermática, visando reduzir os custos associado com a manutenção 

de animais (BENSON et al., 2012). 

O processo de criopreservação de sêmen submete as células a baixíssimas temperaturas, 

de forma controlada, visando preservar a sua função de fertilização oocitária. Durante tal 

processo o controle da temperatura é fundamental para a manutenção de uma proporção da 

viabilidade espermática. Além disso, sabe-se que os espermatozoides das mais variadas 
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espécies possuem diferentes graus de sensibilidade para manipulação experimental, choque 

térmico, criopreservação e alterações osmóticas (ALHAIDER eWATSON, 2009). 

Com tais características, a criopreservação é uma biotécnica de grande importância para 

os programas de reprodução  assistida, posto que fornece a disponibilidade de espermatozoides 

para o processo de fertilização, mesmo que o potencial de fertilidade destes, seja menor que o 

do sêmen resfriado ou a fresco, devido ao comprometimento na estrutura, função e bioquímica 

do espermatozoide, resultando em mudanças na composição lipídica da membrana  plasmática 

e acrossomal, na motilidade e na viabilidade espermática (HOLT, 2011 ).  

No entanto a criopreservação sofre influência de diversos fatores, como: qualidade 

seminal, manipulador, diluidor, crioprotetor, velocidade das taxas de resfriamento, pH, 

osmolaridade, produção de ROS, formação de cristais de gelo no meio intracelular devido a 

interação entre a célula e a água, que precisam ser ajustados para que o processo ocorra de 

forma eficiente. Por sua vez a descongelação envolve a reversão do processo, com conseqüente 

fluxo de água para o interior da célula podendo causar ruptura da membrana celular (HOLT, 

2000). Logo, 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 de soluto (AZEVEDO et al., 2000). 

As consequências da criopreservação implicam em choque térmico na célula espermática, 

resultando no decréscimo irreversível da motilidade espermática, acarretando na redução da 

taxa de glicólise, respiração celular e frutólise, aumento da degeneração do ácido 

desoxirribonucleico e liberação de material intracelular (WATSON, 2000). Tais implicações 

são reflexos do arrefecimento situado próximo de 0ºC, do intervalo de temperatura de 

criopreservação e da temperatura criogênica (PESCH e BERGMANN, 2006). 

A tensão nas células espermáticas, ocorrida na criopreservação, resultado da interação entre 

as células e a água surge através da cristalização do gelo, que expõe as células ao ambiente 

hiperosmótico, provocando retirada de água intracelular. Por sua vez a descongelação envolve 

a reversão do processo, com conseqüente fluxo de água para o interior da célula que poderá 

causar ruptura da membrana celular (HOLT, 2000). Desta forma, a quantidade de água presente 

na matriz afetar a estabilidade oxidativa dos lipídios da membrana (BERSET e CUVELIER, 

1996), de maneira que a degradação oxidativa dos ácidos graxos insaturados pode ocorrer por 

várias vias, em função do meio e dos agentes catalisadores. 

A oxidação lipídica pode ocorrer por catálise enzimática, através da lipoxigenase. Esta 

enzima atua sobre os ácidos graxos poli-insaturados (e.g. ácidos linoleíco e linolênico, e seus 

ésteres), catalisando a adição de oxigênio à cadeia hidrocarbonada poliinsaturada, com 

https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/membrane-lipids
https://www-sciencedirect-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S037843201730814X?via%3Dihub#bib0085
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formação de peróxidos e hidroperóxidos com duplas ligações conjugadas, os quais podem 

envolver-se em diferentes reações degradativas (HALLIWELL et al.,1995). 

Os crioprotetores são fundamentais na criopreservação, uma vez que são capazes de 

prevenir danos à parede da célula durante a congelação, reduzindo a concentração eletrolítica a 

temperaturas abaixo do ponto de congelação (LOVELOCK e POLGE, 1954). Ainda auxiliando 

o processo Rovay (2006), em seus estudos, observou que o resfriamento não linear antes da 

congelação, proporcionou motilidade total e percentagem de células vivas maior que quando 

submetido ao resfriamento linear. 

É importante ter ciência das relações das técnicas de criopreservação e a velocidade de 

redução da temperatura durante a congelação. O tipo de curva utilizado na congelação 

influencia diretamente o grau de lesão celular (MOORE et al., 2006).  

 

2.8 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). 

Outro teste que pode compor o leque de avaliações é a análise de sêmen por auxilio de 

computador (CASA), a qual permite uma automatização das análises com maior objetividade e 

rapidez, utilizando o sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens 

sucessivas dos espermatozoides, fornecendo informação acurada, precisa e significativa do 

movimento individual de cada espermatozoide (Amann e 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), freqüência de batimento 

cruzado (BCF), e deslocamento lateral da cabeça (ALH) (Verstegen et al., 2002).  
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A integridade das membranas e a estabilidade de seu aspecto semipermeável são pré-

requisitos para a viabilidade do espermatozoide. A membrana plasmática é extremamente 

sensível as crioinjúrias, caracterizada pela presença de uma bicamada lipídica de ácidos graxos 

poliinsaturados, tornando-se instável a ação das ROS. A sua integridade, assim como a da 

membrana acrossomal, apresenta uma relação positiva com a fecundação, sendo a membrana 

plasmática responsável pela manutenção da homeostase celular, que pode ser alterada pelo 

processo de criopreservação (PEÑA et al., 2005). 

 Assim, se a membrana plasmática está intacta, mas funcionalmente instável, os 

espermatozoides não são capazes de interagir com o ambiente do trato genital feminino e, 

consequentemente, fertilizar o oócito (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ, 2007). Portanto, para 

avaliar a integridade da membrana plasmática e acrossomal, são utilizados sondas com 

afinidade variadas, como: Hoechst 33258, YoPro-1, Iodeto de Propídeo (IP), Etídio 

Homodimérico-1, ToPro-3, Diacetato de carboxifluoresceína (DCF), isotiocianato de 

fluoresceína conjugado a aglutinina do Pisum sativum - FITC-PSA e 5,5’,6,6’- tetracloro-

1,1’,3,3’ iodeto de tetraetilbenzimidazol carbocianina - JC-1, dentre outras (ANDRADE et al., 

2007).  

A avaliação da peroxidação dos lipídios da membrana plasmática dos espermatozoides, 

induzido pelo estress sofrido pela célula, possivelmente pelo processo de criopreservação, pode 

ser determinado pelo método espectrofotométrico dos TBARS (substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico), descrito por Buege e Aust (1978), baseando-se na quantificação do complexo 

formado pela reação de duas moléculas de ácido tiobarbitúrico com uma de malonaldeído 

(MDA), formando um cromógeno de coloração rósea, quantificado num comprimento de onda 

de 532 nm. Ainda sobre avaliação do estress celular pode-se mensurar, a produção de ânio 

superóxido (O2-), e de peróxido de hidrogênio, além de se determinar a concentração de 

glutationa, e a atividade da catalase. 

O potencial de fertilização de uma amostra de sêmen pode ser obtido pela análise das 

características seminais correlacionando os resultados com a técnica de FIV, desta forma, 

Nascimento et al. (2015) ao utilizar a PIV como método de avaliação da fertilidade espermática, 

observou o efeito inerente ao touro, no sêmen, sobre a fertilização in vitro de oócitos bovinos, 

apresentando diferenças significativas entre touros da mesma raça e em partidas do mesmo 

touro, tanto na taxa de fertilização quanto na taxa de sobrevivência embrionária. 
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 12 

Resumo 13 

Objetivou-se avaliar as características de qualidade de sêmen criopreservado das raças de 14 

touros, Nelore e Curraleiro Pé Duro. Foram utilizados vinte ejaculados de quatro touros 15 

Curraleiro Pé-Duro, e vinte ejaculados de quatro touros Nelore. O sêmen foi diluído em TRIS-16 

Gema e criopreservado em máquina TK 3000®, e armazenado em botijão criogênico. Após o 17 

descongelamento foram avaliados quanto à cinética espermática, integridade da membrana 18 

plasmática e acrossoma, estresse oxidativo, e fertilização in vitro. A análise estatística foi 19 

realizada utilizando o SAS 2013, e as diferenças foram consideradas significativas quando 20 

p<0,05. As amostras da raça Curraleiro Pé Duro exibiram maior frequência de batimento 21 

cruzada (10,92 ± 1.52; 8,92 ± 2.56) comparado a raça Nelore, mas não diferiu para os demais 22 

parâmetros (p>0,05).  As alterações morfológicas de peça intermediária (2,90 ± 2.65; 1,30 ± 23 

1.17) diferiram significativamente entre as raças, apresentando-se reduzidas para a raça 24 

Curraleiro Pé Duro, como também apresentaram menor estresse oxidativo. No entanto, a 25 

porcentagem de embriões clivados (65,6% ± 38,5%) foi maior utilizando sêmen Nelore. Em 26 

conclusão, o sêmen criopreservado da raça Curraleiro Pé Duro se mostrou viável ao processo 27 

de criopreservação, com baixas alterações morfológicas de peça intermediária e reduzido 28 

estresse oxidativo. 29 

Palavras-chaves: Curraleiro Pé-Duro; Nelore; Morfologia espermática; Espécies reativas ao 30 

oxigênio  31 

 32 

Introdução 33 

Os bovinos desempenham um importante papel na economia nacional, em termos 34 

numéricos e de qualidade, devido aos investimentos em tecnologia e inovação neste setor, 35 

proporcionando um incremento no melhoramento genético, que se reflete na qualidade protéica 36 

(Rodrigues, 2009). O Brasil atualmente tem o maior rebanho comercial do mundo, com 226,03 37 

milhões de cabeças bovinas, formado pelas mais diversas raças de origem europeia e de origem 38 

asiática (IBGE,2016).  39 

Com a difusão de técnicas reprodutivas como a inseminação artificial (IA), a conservação 40 

de material genético através da criopreservação se tornou mais real, podendo ser empregada 41 
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mais facilmente. Contudo, alguns entraves puderam ser identificados no uso de sêmen 42 

criopreservado, como o menor potencial de fertilização de espermatozoides descongelados 43 

(Miller, 2008; Abavisani et al., 2013), resultando no decréscimo irreversível da motilidade 44 

espermática, na redução da taxa de glicólise, respiração celular e frutólise, aumento da 45 

degeneração do ácido desoxirribonucleico e liberação de material intracelular (Watson, 2000). 46 

Desta forma a manipulação adequada do sêmen é essencial para manter o desempenho 47 

reprodutivo ideal (Sharlip et al., 2002).  48 

A avaliação da fertilidade animal in vitro e in vivo pressupõe um conjunto de análises, 49 

que, integradas, são suficientes para estimar a potencial fertilidade do macho, a partir da 50 

funcionalidade, integridade e viabilidade espermática para seu emprego em programas de IA 51 

(Ntemka et al., 2016; Kuçuk et al., 2014).  52 

Testes como o de termorresistência estimam ao longo de sua avaliação o decréscimo na 53 

curva linear nos valores de motilidade e vigor (Barros et al., 2013). A análise espermática 54 

assistida por computador (CASA) por sua vez, apresenta formas mais objetivas e rápidas 55 

utilizando o sistema automatizado para visualizar, digitalizar e analisar imagens sucessivas dos 56 

espermatozoides, através de parâmetros como, velocidade do percurso curvilinear (VCL), 57 

velocidade do percurso médio (VAP), velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade (STR), 58 

linearidade (LIN), oscilação (WOB), freqüência de batimento cruzado (BCF), e deslocamento 59 

lateral da cabeça (ALH) (Verstegen et al., 2002; Amann e Katz, 2004). A avaliação da 60 

peroxidação dos lipídios da membrana plasmática dos espermatozoides, induzido pelo estresse 61 

sofrido pela célula, possivelmente pelo processo de criopreservação, e o potencial de 62 

fertilização de uma amostra de sêmen são métodos de avaliação da fertilidade espermática 63 

(Buege e Aust, 1978; Nascimento et al., 2015)  64 

Dentro desta perspectiva, o avanço nos sistemas de produção e o estudo sobre as espécies 65 

bovinas e suas condições reprodutivas, são fatores que interferem na determinação dos aspectos 66 

qualitativos do sêmen, que constitui um processo crítico na tomada de decisões para a seleção 67 

de reprodutores (RODRIGUES, 2009). Deste modo, o presente estudo teve por objetivo avaliar 68 

e comparar características de qualidade de sêmen criopreservado das raças de touros, Nelore e 69 

Curraleiro Pé-Duro (CPD), por meio dos testes de cinética espermática, morfologia, 70 

quantificação da lipoperoxidação espermática, quantificação de glutationa reduzida (GSH), e 71 

teste de fertilidade in vitro.  72 

 73 

 74 

 75 
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Material e métodos 76 

 77 

Comitê de Ética 78 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 79 

EMBRAPA MEIO NORTE, sob o protocolo de 001/2016. 80 

 81 

Animais  82 

Foram utilizados quatro touros da raça Curraleiro Pé-Duro (CPD), provenientes da 83 

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária – EMBRAPA Meio Norte localizada na cidade 84 

de Campo Maior, Piauí, Brasil e quatro touros da raça Nelore, provenientes da Fazenda Santa 85 

Luzia localizada na cidade de Elesbão Veloso, Piauí, Brasil. Os touros foram mantidos sob 86 

regime extensivo, em pastejo de gramíneas nativas, com água e sal mineral ad libitum nas 87 

fazendas as quais estavam alojados, e avaliados quanto à normalidade dos parâmetros 88 

andrológicos antes do estudo, de acordo com as recomendações do Colégio Brasileiro de 89 

Reprodução Animal (motilidade em massa: ≥3; motilidade espermática: ≥60 %; concentração: 90 

350 milhões de espermatozóides / mL; número total de espermatozóides no ejaculado: 3 a 5 91 

bilhões; espermatozóides morfologicamente normais: ≥ 70%; defeitos maiores de 92 

espermatozóides: ≤ 10%; defeitos menores de espermatozóides: ≤ 20%; : ≤5%; defeitos 93 

individuais menores: ≤10%) (CBRA, 2013).  94 

 95 

Coleta de sêmen  96 

Foram coletados cinco ejaculado por touro, com um eletroejaculador (Biocon ® 97 

Soluções para Biotecnologia, Uberaba, Brasil), totalizando 40 ejaculados. Após a coleta, cada 98 

ejaculado foi diluído com Tris-Gema (3,605 g de Tris; 2,024 g de ácido cítrico; 1,488g de 99 

frutose; 25 MG de gentamicina; 50.000 UI de penicilina; 100 ml de água destilada; 20% de 100 

gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH 6,8). 101 

 102 

Criopreservação do sêmen 103 

Imediatamente após a coleta e processamento, as amostras de sêmen foram envasadas 104 

em palhetas de 0,25 mL, à temperatura ambiente, para uma concentração final de 20 × 105 

106  espermatozóides viáveis / palheta, e então foram congeladas em máquina TK 3000® (TK 106 

Tecnologia em congelação Ltda., Uberaba, Brasil), ajustada para uma taxa de resfriamento de 107 

-0,5 ° C / min da temperatura ambiente (25 ° C) até que a temperatura de 5 ° C fosse 108 

atingida. Após estabilização a 5 ° C por 1 hora, o congelamento foi realizado a -20 ° C / min 109 
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até atingir uma temperatura de -120 ° C, quando as palhetas foram colocadas diretamente em 110 

nitrogênio líquido (-196 ° C), e armazenadas até o tempo de análise pós-criopreservação. A 111 

descongelação ocorreu em banho-maria a 37ºC por 30 segundos, para avaliação quanto à 112 

motilidade total e vigor no teste de termo resistência (TTR), cinética espermática, integridade 113 

da membrana plasmática e acrossomal, quantificação da lipoperoxidação da membrana 114 

espermática, e determinação da concentração de glutationa reduzida, conforme descrito a 115 

diante. 116 

 117 

Cinética espermática 118 

A cinemática espermática foi avaliada por meio de um Sistema de Análises de 119 

espermatozoide Computadorizado (CASA). O CASA consistiu de um sistema de microscopia 120 

óptica de contraste de fase (Nikon ™ H5505, Eclipse 50i, Japão), com iluminação 121 

estroboscópica, e uma fase quente a 37°C, uma câmera de vídeo (Basler Visão Tecnologie ™ 122 

A312FC, Ahrensburg, Alemanha) e um PC com o analisador de sêmen Classe ™ software 123 

(Microptics, SL, versão 3.2.0, Barcelona, Espanha). As variáveis avaliadas foram: motilidade 124 

progressiva (MOP-- μm/s), velocidade curvilinear (VCL - μm/s), velocidade em linha reta (VSL 125 

- μm/s), velocidade média do percurso (VAP-μm/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade 126 

(STR-%), deslocamento lateral de cabeça (ALH - μm), oscilação (WOB - %) e frequência de 127 

batimento cruzado (BCF-Hz), para cada espermatozoide analisado. 128 

 129 

Avaliação morfológica 130 

A morfologia foi estimada em cada amostra de sêmen descongelado, pelo método de 131 

câmara úmida, avaliados 200 espermatozoides por observação microscópica (1000x), na qual a 132 

porcentagem das diversas alterações morfológicas foi agrupada e classificada em 133 

espermatozoides normais, espermatozoides com defeitos de cabeça, espermatozoides com 134 

defeitos de peça intermediária e espermatozoides com defeitos de cauda (Marques e Mendes, 135 

2017).  136 

 137 

Quantificação da lipoperoxidação da membrana espermática 138 

A taxa de peroxidação lipídica dos espermatozoides foi estimada pela medida do nível 139 

de malonaldeído (MDA), utilizando o ácido tiobarbitúrico (TBA), baseado no método descrito 140 

por Buege e Aust (1978). Os níveis de malonaldeído foram medidos após a suplementação de 141 

500 μL de sêmen pós-criopreservado, maisTampão Tris-ácido cítrico, pH 7,4, adicionado a 142 

1mL do reagente TBA (15% de ácido tricloroacético; 0,25N de ácido clorídrico e 0,375% de 143 



59 

 

ácido tiobarbitúrico) e 1% (v/v) de BHT 50mM. A mistura foi tratada em água fervente (100 ° 144 

C) durante 15 min. Posteriormente as amostras foram resfriadas, e centrifugadas a 1.200g por 145 

15 min. O sobrenadante foi removido e a absorbância foi medida a 532 nm em 146 

espectrofotômetro UV-VIS (Perkin Elmer - Lambda). A concentração de MDA foi determinada 147 

pela curva de calibração feita diariamente com malonaldeído (MDA) como padrão, nas 148 

concentrações de 1 a 20mmol. O MDA produzido foi expresso em µmol de TBARS/mL de 149 

diluidor. 150 

 151 

Método da determinação dos níveis de glutationa reduzida (GSH) 152 

A determinação da concentração de GSH foi baseada na reação de Ellman (5,5’-ditiobis 153 

(ácido 2-nitrobenzoico), conforme algumas modificações da técnica descrita por Khan et al. 154 

(2011). Em um tubo contendo tampão EDTA pH 5,4, foram adicionados 400 μL de sêmen, 155 

acrescidos de 320 μL de água destilada, mais 80 μL de ácido tricloroacético a 50%. O material 156 

foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foram recolhidos 400 μL 157 

do sobrenadante e acrescido de 800 μL de tampão Tris-HCl 0,4 M, pH 8,9 e mais 20 μL de 158 

DTNB 0,01 M; após 1 minuto de reação, foi feita a leitura em espectrofotômetro em 412 nm. 159 

A concentração foi expressa em µM/mL. Para a curva padrão da glutationa foram feitas 160 

soluções de glutationa a 6,66; 13,33; 26,66; 40; 53,33 e 66 µM. 161 

 162 

Teste de fertilidade in vitro 163 

    Os complexos cumulus-oócitos (CCOs) foram coletados por aspiração folicular de ovários 164 

obtidos de um matadouro local.  Foram considerados adequados para o cultivo in vitro os 165 

oócitos com três ou mais camadas de células do cumulus compactas, grau I e II, com citoplasma 166 

homogêneo ou apresentando pequenas irregularidades (Leibfried e First, 1979). Os CCOs 167 

selecionados foram submetidos à maturação in vitro em meio TCM-199 acrescido de 2,4 mM 168 

de NaHCO3; 2,2 mg/mL de piruvato de sódio; 5 µg/mL de LH; 5 µg/mL de FSH; 100 ng/µl de 169 

eGF; 1 µg/mL de estradiol; 50 µM de cisteína; 10% de SFB e 1% de gentamicina, por 24 horas, 170 

em estufa incubadora à 38,5°C com 5% de CO2 e 95% de umidade. Após a maturação, todos 171 

os oócitos foram fertilizados com sêmen criopreservado, das duas diferentes raças, em meio 172 

base TRIS, preparado segundo a técnica de gradiente de Percoll. 173 

   A fertilização in vitro foi realizada em gotas de 100µl de meio Fert-Talp acrescido de 174 

10µg/ml de heparina, cobertas com óleo mineral, com concentração espermática de 1 × 106 175 

espermatozoides vivos/ml, co-incubados em atmosfera de 5% de CO2, a 38,5 ºC por 22 horas. 176 

Para a avaliação da taxa de fertilidade, os presumíveis zigotos foram submetidos ao cultivo in 177 



60 

 

vitro em estufa com atmosfera de 5% de CO2, a 38,5 ºC. Após 48 horas de cultivo os 178 

presumíveis zigotos foram avaliados quanto a taxa de clivagem.  179 

 180 

Delineamento e Análise estatística  181 

 O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com duas raças, Nelore e 182 

Curraleiro Pé-Duro, oito blocos (animais), cinco repetições (coletas). As variáveis de cinética 183 

espermática, morfologia espermática, foram submetidas a análise de variância (ANOVA) 184 

utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM) e para comparação de média 185 

foi utilizado o teste Tukey, na probabilidade de 5%. As análises foram executadas através do 186 

programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).  187 

A taxa de clivagem foi avaliada pelo teste de Qui-quadrado a 5% de probabilidade de 188 

erro. A quantificação da glutationa reduzida e de malonaldeído foi submetida a Análise de 189 

Variância (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, na probabilidade de 5%. As 190 

análises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, 191 

EUA, 2012). 192 

 193 

Resultados 194 

Os parâmetros cinéticos pós-descongelação de espermatozoides criopreservados das 195 

raças Nelore e Curraleiro Pé-Duro estão apresentados na Tab 1. Verificando-se que após a 196 

descongelação a 37ºC, o BCF (frequência de batimento da cauda) foi significativamente 197 

(p<0,05) maior para a raça Curraleiro Pé-Duro quando comparado a raça Nelore, não diferindo 198 

estatisticamente (p>0,05) para os parâmetros de MT, MP, VCL, CSL, VAP, LIN, STR, WOB 199 

e ALH. 200 

 201 

 202 

 203 

 204 

 205 

 206 

 207 

 208 

 209 

 210 

 211 

 212 
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Tabela 1 - Parâmetros cinéticos do sêmen descongelado, avaliados pelo Sistema de Análise 213 
Computadorizada (CASA), das raças Nelore e Curraleiro Pé-Duro 214 

 215 

Parâmetros de motilidade N Nelore Curraleiro Pé-Duro 

MT 40 33,48 ± 14.32        38.70 ± 22.72       

MP 40 19,04 ± 7.93        24.44 ± 13.75        

VCL 40 57,99 ± 17.06       61,35 ± 15.57       

VSL 40 23,84 ± 7.95       26,19 ± 8.11       

VAP 40 33,08 ± 9.34       35,57 ± 9.51       

LIN 40 40,82 ± 5.56       42,21 ± 3.83       

STR 40 70,91 ± 6.81       72,87 ± 4.41       

WOB 40 57,48 ± 4.52       57,83 ± 2.23 

ALH 40 3,63 ± 0.85        3,69 ± 0.44        

BCF 40 8,92 ± 2.56b 10,92 ± 1.52a 

HIPER 40 4,57 ± 4.36        5,45 ± 6.68        
Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 216 
MP - Motilidade progressiva; VCL – velocidade curvilínea; VSL - velocidade em linha reta; VAP – velocidade 217 
média de percurso; LIN - linearidade; STR - retilinearidade; WOB – Oscilação; ALH - Amplitude de 218 
deslocamento lateral da cabeça e BCF - frequência de batimentos de cauda. 219 
Valores de média com letras diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas (p<0,05) pelo teste 220 
de Tukey. 221 

 222 

 223 

Para os resultados de morfologia espermática (Tab 2), observou-se que a porcentagem 224 

de espermatozoides com defeitos de peça intermediária diferiu significativamente (p<0,05) 225 

entre as raças, apresentando-se maior para a raça Nelore. 226 

 227 

Tabela 2 - Avaliação da morfologia espermática (%) de sêmen criopreservado em diluidor 228 

TRIS-gema, de duas diferentes raças 229 

 230 

Raças N Normais 

Defeitos 

Defeito de cabeça 

(%) 

Defeito de peça 

intermediária (%) 

Defeito de cauda 

(%) 

Nelore 40 85,00 ± 10.96 0,95 ± 1.14 2,90 ± 2.65a 11,20 ± 9.66 

Curraleiro 

Pé Duro 
40 86,40 ± 6.99 2,20 ± 4.16 1,30 ± 1.17b 10,10 ± 6.28 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP)  231 
Valores de média com letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas (P <0,05) pelo teste de 232 
Tukey.  233 
Fonte: Marques e Mendes, 2017. 234 
 235 

 236 

Neste estudo, observou-se que houve diferença significativa (p<0,05) para a 237 

determinação de malonaldeído entre as raças, verificando-se um aumento na produção de 238 

malonaldeído para a Nelore, quando comparada à Curraleiro Pé Duro. O mesmo não pode se 239 
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observar para a quantificação de glutationa reduzida - GSH, que não demonstrou diferença 240 

significativa (p>0,05) entre as duas raças. 241 
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 242 
Figura 1 - Quantificação de MDA e GSH em sêmen pós-criopreservado de touros, de duas 243 

diferentes raças. MDA: Malonaldeído. GSH: Glutationa reduzida. CN CPD: Controle 244 

Curraleiro Pé-Duro. CN Nelore: Controle Nelore. Os valores representam a média ± D.P.M. As 245 

diferenças entre os grupos foram determinadas por Análise de Variância (ANOVA two-way), 246 

seguido de Sidak como post hoc teste, (p<0,05). 247 

 248 

 249 

Na Fig.2 são apresentados os dados de fertilização in vitro utilizando sêmen 250 

criopreservado das raças Nelore e Curraleiro Pé Duro. Com base na taxa de clivagem observou-251 

se que a fertilização in vitro foi maior na raça Nelore, diferindo estatisticamente (p<0,05) da 252 

raça Curraleiro Pé Duro, o qual apresentou menores resultados. 253 

 254 
 255 

Figura 2 – Taxa de fertilização in vitro de oócitos bovinos utilizando o sêmen criopreservado 256 

das raças Nelore e Curraleiro Pé Duro. 257 
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Discussão 259 

 260 

A avaliação da cinética espermática realizada através do CASA tem permitido maior 261 

objetividade e precisão nas avaliações, desta forma é caracterizada como importante análise na 262 

determinação da qualidade seminal, realizando avaliações múltiplas e repetidas, e seus efeitos 263 

estão relacionados a fertilidade espermática (Guardieiro, 2013). O presente estudo observou 264 

para os dados de cinética espermática diferença estatística (p<0,05) quanto ao parâmetro de 265 

BCF, apresentando-se maior na raça Curraleiro Pé Duro, em comparação a Nelore. 266 

Em estudos realizados em touro Angus, em que as características seminais foram 267 

analisadas por meio do CASA, observou-se que os parâmetros de motilidade total e progressiva, 268 

BCF (após 2 horas de incubação térmica do sêmen) e porcentagem de células em movimento 269 

rápido, foram importantes parâmetros para estimar a fertilidade dos touros (Oliveira et al., 270 

2013). 271 

Farrell et al. (1998), verificaram que a motilidade associada a velocidade estão 272 

altamente correlacionadas com a fertilidade de touros. Ntemka et al. (2016) ao comparar as 273 

características espermática entre cinco raças, observaram que as características cinéticas, como 274 

LIN, STR e WOB, foram significativamente menores nas raças Azul Belga (BB), e Blonde 275 

d'Aquitaine (BA).  276 

Os parâmetros de VAP, VSL, BCF, STR e LIN, em touros, são indicadores de uma alta 277 

correlação com a fertilidade in vivo (Farrell et al., 1998). No entanto neste estudo, ao se avaliar 278 

a fertilização através da taxa de clivagem de embriões bovinos, observou que o BCF sozinho 279 

não foi parâmetro suficiente para aumentar as taxas de fertilização in vitro da raça Curraleiro 280 

Pé Duro, correlacionando - se negativamente, uma vez que os demais parâmetros não diferiram 281 

entre as raças em estudo.  282 

Ntemka et al (2016) estudando as características espermática entre cinco raças observou 283 

um maior percentual de espermatozoides normais na raça Holandesa, em comparação a 284 

menores percentual nas raças Limousin e Azul Belga. Para os defeitos de cabeça a raça Azul 285 

Belga apresentou maiores porcentagem de defeitos, e para cauda a raça Holandesa apresentou 286 

menores taxas.  287 

As alterações morfologias do sêmen são importantes indicadores da redução da 288 

fertilidade nas diversas espécies animais (Saacke, 2008), sendo facilmente correlacionável ao 289 

aumento na taxa de espermatozoides defeituosos com uma alta produção de ROS. Neste estudou 290 

observou-se um aumento na porcentagem de espermatozoides com defeitos de peça 291 

intermediária para a raça Nelore em relação a Curraleiro Pé Duro.  292 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.12769#rda12769-bib-0008
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.12769#rda12769-bib-0030
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O aumento na porcentagem de defeitos de peça intermediária pode ser resultado do 293 

processo de criopreservação e da alta produção de MDA, observado na raça Nelore, o que levou 294 

a modificações patofisiológicas nos espermatozoides. Os danos provocados pelas ROS podem 295 

induzir a alterações na integridade da membrana mitocondrial ocorrendo a depleção do ATP 296 

intracelular e insuficiente fosforilação da proteína do axonema. Mas mesmo diante desta 297 

sequência de possíveis eventos, a taxa de fertilização in vitro na raça Nelore foi maior que a do 298 

Curraleiro Pé Duro, não apresentando uma correlação entre estes parâmetros. 299 

A criopreservação através das alterações térmicas e osmóticas, atua sobre as células 300 

espermáticas induzindo a geração de espécies reativas ao oxigênio (ROS), resultando em danos 301 

morfológicos e funcionais das membranas espermática, e comprometendo a motilidade dos 302 

espermatozoides, a integridade da membrana e o potencial de fertilização (Hu et al., 2010).  303 

O sistema antioxidante do sêmen compreende diferentes substâncias como taurina, 304 

glutationa em forma reduzida, glutationa peroxidase, catalase e superóxido dismutase para 305 

prevenir danos oxidativos. No entanto o espermatozoide devido ao tamanho do seu citoplasma, 306 

apresenta capacidade antioxidante reduzida (Sariözkan et al., 2009). O equilíbrio entre a 307 

atividade antioxidante e geração de substâncias oxidativas é fundamental para eventos, como a 308 

capacitação e reação acrossômica dos espermatozoides (O'Flaherty et al., 1999). 309 

Neste estudo observou-se que os espermatozoides criopreservados da raça Nelore 310 

produziram mais MDA, quando comparados aos da raça Curraleiro Pé Duro. A presença ou a 311 

adição de ácidos graxos poliinsaturados ao diluidor podem melhorar os parâmetros de 312 

motilidade total e progressiva e a viabilidade do sêmen pós-descongelação, em animais Bos 313 

taurus, como foi observado na raça Pardo Suíço (Monique, 2013). Assim, acredita-se que a raça 314 

Curraleiro Pé Duro possua no plasma seminal um sistema redox equilibrado, com 315 

concentrações de ácidos graxos poliinsaturados nos espermatozoides, em níveis necessários 316 

para manter a taxa de peroxidação lipídica baixa. Alguns autores verificaram que o efeito 317 

positivo, representado pela baixa produção de MDA, ocorra devido a maiores porcentagens de 318 

ácido docosahexaenóico (DHA, n-3) e da proporção de n-3/n-6 nos espermatozoides, antes e 319 

após a criopreservação. Técnicas como a cromatografia gasosa, podem ser úteis na 320 

determinação das concentrações de ácidos graxos na célula. 321 

A diferença estatística observada no teste de TBARS neste estudo, deve-se também a 322 

interação de frutose, fonte de energia do espermatozóide bovino e presente na solução 323 

crioprotetora, com o ácido tiobarbitúrico (TBA) diminuindo as concentrações de MDA no 324 

sêmen da raça Curraleiro Pé Duro, quando comparado ao Nelore (Rodrigues, 2009).  325 
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Rodrigues et al. (2008) ao estudarem os níveis de MDA em amostras seminais frescas 326 

(espontâneo) e criopreservadas (induzido) colhidas de bovinos da raça Simental e Nelore 327 

durante o verão, observaram um aumento no nível de peroxidação lipídica nas amostras frescas 328 

nos touros simentais (845 ng/106 espermatozóides VS 497 ng/106 espermatozóides, p< 0,05). 329 

Se a composição lipídica da membrana plasmática é a maior determinante da motilidade, 330 

sensibilidade à criopreservação, viabilidade espermática e a capacidade de fusão dos gametas, 331 

induzindo modificações da taxa de fertilidade, desta forma alterações nas concentrações destes 332 

podem induzir peroxidação lipídica, com consequente aumento na produção de MDA. Isso 333 

demonstra que os antioxidantes podem ser utilizados para exercer efeito de proteção na 334 

membrana dos espermatozoides criopreservados, reduzindo a suscetibilidade à oxidação, 335 

preservando a atividade metabólica e viabilidade celular (Monique, 2013). 336 

A capacidade de fertilização do sêmen neste estudo foi observada através dos dados de 337 

clivagem, utilizando-se sêmen das raças Nelore e Curraleiro Pé Duro, para fertilização de 338 

oócitos de fêmeas mestiças zebuínas, fator que pode ter influenciado nos resultados obtidos, 339 

uma vez que alguns trabalhos evidenciam que a raça da fêmea e do touro influenciam nas taxas 340 

de clivagem e de blastocisto na produção in vitro (PIV) de embriões bovinos (Blondin, et al., 341 

2009).  342 

Alguns estudos sugerem que as taxas de clivagem e de blastocisto de fêmeas Bos taurus 343 

são comparáveis às taxas obtidas com fêmeas Bos indicus, relacionando os resultados mais à 344 

qualidade oocitária, do que ao fator racial (Pontes et al., 2010), contrário ao observado nesta 345 

pesquisa, que verificou uma diferença significativa na taxa de fertilização in vitro em função 346 

das raças, com um aumento desta taxa no grupo fertilizado com sêmen Nelore. 347 

Nabhan et al. (2011), ao avaliarem a produção in vitro de embriões em diferentes 348 

combinações, raça da doadora de oócitos x raça do touro, observaram que nos embriões 349 

Holandês x Gir, a taxa de clivagem foi inferior à das demais combinações estudadas, e a 350 

combinação Nelore x Nelore proporcionou os melhores resultados. 351 

Nascimento et al.(2015), ao estudarem o efeito do sêmen sexado e convencional na 352 

fertilização in vitro de touros 5/8 girolando, observaram o efeito inerente ao touro, no sêmen, 353 

sobre a fertilização in vitro de oócitos bovinos, que apresentou diferenças significativas entre 354 

touros da mesma raça e em partidas do mesmo touro, tanto na taxa de fertilização in vitro quanto 355 

na taxa de sobrevivência embrionária, reafirmando que o fator touro tem importância 356 

determinante quanto à capacidade de fertilização, bem como quanto à capacidade de 357 

crescimento dos embriões clivados até mórula e seu posterior desenvolvimento até o estádio de 358 

blastocisto. 359 
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Ward et al. (2001) em seus estudos observaram que o sêmen é o componente da 360 

fertilização in vitro, determinante das primeiras clivagens, demonstrando que o sêmen é 361 

indispensável para o desenvolvimento do embrião.  Este efeito foi demonstrado apartir da 362 

cinética do início do desenvolvimento embrionário medido pelo tempo da primeira clivagem 363 

que variou entre diferentes touros, e essas diferenças poderam ser usadas para discriminar 364 

touros de alta e baixa fertilidade. 365 

 366 

Conclusão 367 

Em conclusão, o sêmen criopreservado da raça Curraleiro Pé Duro se mostrou viável ao 368 

processo de criopreservação, com baixas alterações morfológicas de peça intermediária e 369 

reduzido estresse oxidativo. 370 

 371 
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Resumo 51 

 52 

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementação dos ácidos oleico e ácido palmítico ao diluidor 53 

de criopreservação de sêmen bovino. Foram utilizados vinte ejaculados de quatro bovinos 54 

Curraleiro Pé-Duro. Após as coletas o sêmen foi diluído em TRIS-Gema e suplementado ou 55 

não com ácido oleico (50µM, 100µM) e ácido palmítico (50µM, 100µM). Os espermatozoides 56 

criopreservados foram submetidos à análise pós-descongelamento, de motilidade total e o vigor 57 

espermático no teste de termorresistência (TTR), nos tempos de 0, 60, 120 e 180 minutos, 58 

integridade da membrana plasmática, integridade acrossomal, cinética espermática, 59 

lipoperoxidação da membrana espermática e determinação dos níveis de glutationa reduzida 60 

(GSH). A suplementação de 100 µM de ácido palmítico aumentou o percentual de linearidade 61 

e WOB dos gametas, no entanto reduziu a ALH. Houve redução na membrana acrossomal 62 

intacta no grupo controle, quando incubados a 180 minutos e comparados ao tempo de 60 63 

minutos. Ácido palmítico 50 µM reduziu membrana plasmática íntegras no tempo de 180 64 

minutos comparado ao tempo 0 minutos. A quantidade de MDA foi menor nos tratamentos 65 

ácido palmítico 50 µM e 100 µM e ácido oleico 50 µM, quando comparado ao grupo controle. 66 

A atividade da enzima Glutationa reduzida (GSH) foi elevada em meio com ácido palmítico 50 67 

µM e 100 µM e ácido oleico 100 µM, quando comparados ao controle. Em conclusão, a 68 

suplementação de 100 µM de ácido palmítico ao diluidor TRIS-Gema, preservou a viabilidade 69 

do sêmen criopreservado de bovino. 70 

  71 

Palavras-chaves: Ácidos graxos, Ácido palmítico, Ácido oleico, Criopreservação, ROS, 72 

Touro. 73 

 74 

1 | INTRODUÇÃO 75 

A inseminação artificial (IA) juntamente associada a criopreservação, tem papel 76 

fundamental na disseminação mais ampla de germoplasma de animais de alto valor 77 

genético.  No entanto, apesar das vantagens proporcionada pela criopreservação, esta biotécnica 78 

causa efeitos deletérios aos espermatozoides, incluindo a indução prematura da reação 79 

acrossômica, perda de motilidade, redução na integridade do DNA, danos na membrana 80 

plasmática, acrossomal e mitocondrial, prejudicando assim a fertilidade (Morrell e Mayer, 81 

2017). 82 

Em bovinos o principal constituinte espermático afetado pelo processo de 83 

criopreservação é a membrana plasmática, sobretudo devido à alteração na composição lipídica, 84 

com perda de fosfolipídios totais, podendo ser atribuída essa perda a reações de peroxidação 85 

lipídica induzida por substâncias reativas de oxigênio (ROS) (Buhr et al., 1994). 86 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/and.12293/full#and12293-bib-0005
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A membrana plasmática dos espermatozoides bovinos é rica em ácidos graxos, os quais 87 

tem a função de fornecer energia e regular proteínas plasmáticas (Shevchenko & Simons, 2010), 88 

contudo, durante o congelamento e descongelamento esses ácidos graxos são reduzidos 89 

(Medeiros et al., 2002).  90 

O Alto teor de ácidos graxos poliinsaturados na membrana plasmática de 91 

espermatozoides é necessário para conferir uma maior fluidez e uma alta resistência ao choque 92 

a frio, no entanto, devido à presença de muitas ligações duplas, esses ácidos tornam-se 93 

susceptíveis à peroxidação lipídica (Giraud et al., 2000). Em contraste, os ácidos graxos 94 

saturados são menos vulneráveis a peroxidação do que ácidos graxos insaturados (Rael et 95 

al., 2004). Tem-se conhecimento de que ácidos graxos saturados são mais ativamente 96 

incorporados aos lipídios dos espermatozoides de bovinos (Neill e Mestres, 1972). 97 

Recentemente, Zadeh Hashem et al. (2017) relataram que a suplementação de ácido 98 

oleico, aumentou a viabilidade, a integridade da membrana plasmática, a capacidade 99 

antioxidante total e a enzima superóxido dismutase (SOD) e diminuiu as quantidades de 100 

malonaldeído e óxido nítrico durante o armazenamento de espermatozoides a 4 °C durante 72 101 

horas. E Kiernan et al. (2013) observaram que o ácido palmítico, suplementado ao diluidor a 102 

base de critrato, melhorou a motilidade e viabilidade espermática de touro durante a 103 

refrigeração por 7 dias.  104 

Diante das considerações, a incorporação de ácidos graxos saturados e monossaturados 105 

em fosfolipídios de membrana plasmática pode aumentar a saturação e reduzir as chances de 106 

peroxidação lipídica, compensando assim os danos do processo de criopreservação, neste 107 

sentido, este estudo, objetivou-se avaliar os efeitos da suplementação dos ácidos oleico e ácido 108 

palmítico ao diluidor de criopreservação de sêmen bovino, avaliados por meio de importantes 109 

parâmetros de qualidade espermática pós-descongelamento: Motilidade e vigor no teste de 110 

termo resistência (TTR), integridade da membrana plasmática, integridade acrossomal, cinética 111 

http://onlinelibrary-wiley-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/rda.12239/full#rda12239-bib-0010
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oleic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oleic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oleic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oxygen-radical-absorbance-capacity
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oxygen-radical-absorbance-capacity
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nitric-oxide
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espermática, lipoperoxidação da membrana espermática, determinação dos níveis de glutationa 112 

reduzida (GSH) e produção in vitro de embriões – PIV. 113 

 114 

2 | MATERIAL E MÉTODOS 115 

2.1 | Comitê de ética 116 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 117 

EMBRAPA MEIO NORTE, sob o protocolo de 001/2016. 118 

2.2 | Animais 119 

Foram utilizados 04 touros da raça Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus taurus), provenientes 120 

da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária – EMBRAPA Meio Norte localizada na cidade 121 

de Campo Maior, Piauí, Brasil. Os touros foram mantidos sob regime extensivo, em pastejo de 122 

gramíneas nativas, com água e sal mineral ad libitum e avaliados quanto à normalidade dos 123 

parâmetros andrológicos antes do estudo, de acordo com as recomendações do Colégio 124 

Brasileiro de Reprodução Animal (motilidade em massa: ≥3; motilidade espermática: ≥60 %; 125 

concentração: 350 milhões de espermatozóides / mL; número total de espermatozóides no 126 

ejaculado: 3 a 5 bilhões; espermatozóides morfologicamente normais: ≥ 70%; defeitos maiores 127 

de espermatozóides: ≤ 10%; defeitos menores de espermatozóides: ≤ 20%; : ≤5%; defeitos 128 

individuais menores: ≤10%) (CBRA, 2013).  129 

 2. 3 | Coleta de sêmen  130 

Foram coletados cinco ejaculado por touro, com um eletroejaculador (Biocon ® 131 

Soluções para Biotecnologia, Uberaba, Brasil), totalizando 20 ejaculados. Após a coleta, cada 132 

ejaculado foi diluído com Tris-Gema (3,605 g de Tris; 2,024 g de ácido cítrico; 1,488g de 133 

frutose; 25 MG de gentamicina; 50.000 UI de penicilina; 100 ml de água destilada; 20% de 134 

gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH 6,8), e dividido 135 

igualmente em cinco alíquotas: Controle (Tris-Gema sem adição de ácido oleico e palmítico, 136 
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Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), Tris-Gema + 50 μM de ácido oleico; Tris-Gema + 100 137 

μM de ácido oleico; Tris-Gema + 50 μM de ácido palmítico e Tris-Gema + 100 μM de ácido 138 

palmítico.  139 

2. 4 | Criopreservação do sêmen 140 

Imediatamente após a coleta e processamento, as amostras de sêmen dos cinco 141 

tratamentos foram envasadas em palhetas de 0,25 mL, à temperatura ambiente, para uma 142 

concentração final de 20 × 106  espermatozóides viáveis / palheta, e então foram congeladas em 143 

máquina TK 3000® (TK Tecnologia em congelação Ltda., Uberaba, Brasil), ajustada para uma 144 

taxa de resfriamento de -0,5 ° C / min da temperatura ambiente (25 ° C) até que a temperatura 145 

de 5 ° C fosse atingida. Após estabilização a 5 ° C por 1 hora, o congelamento foi realizado a -146 

20 ° C / min até atingir uma temperatura de -120 ° C, quando as palhetas foram colocadas 147 

diretamente em nitrogênio líquido (-196 ° C), e armazenadas até o tempo de análise pós-148 

criopreservação. A descongelação ocorreu em banho-maria a 37ºC por 30 segundos, para 149 

avaliação quanto à motilidade total e vigor no teste de termo resistência (TTR), cinética 150 

espermática, integridade da membrana plasmática e acrossomal, quantificação da 151 

lipoperoxidação da membrana espermática, e determinação da concentração de glutationa 152 

reduzida, conforme descrito a diante. 153 

2.5 | Teste de termorreristência (TTR) 154 

O teste de termorresistência foi realizado de acordo Viana et al. (2009), o qual consistiu 155 

em verificar a longevidade das amostras de sêmen descongeladas. Uma alíquota de 10µl de 156 

sêmen descongelado foi incubada a 37 ° C em banho-maria, e avaliada quanto à motilidade total 157 

e o vigor espermático por meio de microscopia de contraste de fase (Olympus optical Co., Ltda., 158 

Tóquio, Japão) com placa aquecedora acoplada, aumento de 400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 159 

minutos. 160 

 161 
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2. 6 | Avaliação da cinética espermática  162 

A cinemática espermática foi avaliada por meio de um Sistema de Análises de 163 

espermatozoide Computadorizado (CASA). O CASA consistiu de um sistema de microscopia 164 

óptica de contraste de fase (Nikon ™ H5505, Eclipse 50i, Japão), com iluminação 165 

estroboscópica, e uma fase quente a 37°C, uma câmera de vídeo (Basler Visão Tecnologie ™ 166 

A312FC, Ahrensburg, Alemanha) e um PC com o analisador de esperma Classe ™ software 167 

(Microptics, SL, versão 3.2.0, Barcelona, Espanha). As variáveis avaliadas foram: motilidade 168 

progressiva (MOP-- μm/s), velocidade curvilinear (VCL - μm/s), velocidade em linha reta (VSL 169 

- μm/s), velocidade média do percurso (VAP-μm/s), linearidade (LIN - %), retilinearidade 170 

(STR-%), deslocamento lateral de cabeça (ALH - μm), Wobble (WOB - %) e frequência de 171 

batimento cruzado (BCF-Hz), para cada espermatozoide analisado. 172 

2. 7 | Analise da integridade da membrana plasmática 173 

Para avaliação da integridade da membrana plasmática, utilizou-se o método de  174 

coloração dupla com diacetato de carboxifluoresceína (DCF; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, 175 

USA) e iodeto de propídio (IP; Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), modificado por Coleto 176 

et al. (2002), em que alíquotas de 50μL de sêmen pós descongelado foram diluídas em 150μL 177 

de Tris, 5μL de DCF e 20μL de IP e incubadas por 10 min a 37ºC. Foram avaliados 200 178 

espermatozoides em microscópio de epifluorescência (400x; Olympus optical Co., Ltda., 179 

Tóquio, Japão), usando-se filtro de emissão DBP 580- 630nm e excitação DBP 485/20nm.  180 

2. 8 | Analise da integridade acrossomal 181 

Para avaliação da integridade da membrana acrossomal, utilizou-se o corante 182 

isotiocianato de fluoresceína conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, St 183 

Louis, MO, USA), de acordo com a técnica descrita por Roth et al. (1998), em que alíquotas de 184 

20μL de FITC-PNA foram colocadas sobre esfregaços de lâminas contendo espermatozoides, 185 

as quais foram incubadas por 20 minutos em câmara úmida a 4°C, na ausência de luz. Após 186 
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incubação, as lâminas foram enxaguadas duas vezes em PBS refrigerado (4°C) e colocadas para 187 

secagem na ausência de luz. Imediatamente antes da avaliação, 5μL de meio de montagem UCD 188 

foram colocados sobre a lâmina e cobertos com lamínula. Foram avaliados 200 189 

espermatozoides em microscópio de epifluorescência (400x; Olympus optical Co., Ltda., 190 

Tóquio, Japão), e a integridade expressa em porcentagem. 191 

2. 9 | Quantificação da lipoperoxidação da membrana espermática 192 

A taxa de peroxidação lipídica dos espermatozoides foi estimada pela medida do nível 193 

de malonalialdeído (MDA), utilizando o ácido tiobarbitúrico (TBA), baseado no método 194 

descrito por Buege & Aust (1978). Os níveis de malonalialdeído foram medidos após a 195 

suplementação de 500 μL de sêmen pós-criopreservado, mais Tampão Tris-ácido cítrico, pH 196 

7.4, adicionado a 1mL do reagente TBA (15% de ácido tricloroacético; 0,25N de ácido 197 

clorídrico e 0,375% de ácido tiobarbitúrico) e 1% (v/v) de BHT 50mM. A mistura foi tratada 198 

em água fervente (100 ° C) durante 15 min. Posteriormente as amostras foram resfriadas, e 199 

centrifugadas 1.200g por 15 min. O sobrenadante foi removido e a absorbância foi medida a 200 

535 nm em espectrofotômetro UV-VIS (Perkin Elmer - Lambda 25). A concentração de MDA 201 

foi determinada pela curva de calibração feita diariamente com malonaldeído (MDA) como 202 

padrão, nas concentrações de 1 a 20mmol. O MDA produzido foi expresso em µmol de 203 

TBARS/ml de diluidor. 204 

2. 10 | Determinação dos níveis de glutationa reduzida (GSH) 205 

A determinação da concentração de GSH foi baseada na reação de Ellman (5,5’-ditiobis 206 

(ácido 2-nitrobenzoico), conforme algumas modificações da técnica descrita por Khan et al. 207 

(2011). Em um tubo contendo tampão EDTA pH 5,4, foram adicionados 400 μL de sêmen, 208 

acrescidos de 320 μL de água destilada, mais 80 μL de ácido tricloroacético a 50%. O material 209 

foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foram recolhidos 400 μL 210 

do sobrenadante e acrescido de 800 μL de tampão Tris-HCl 0,4 M, pH 8,9 e mais 20 μL de 211 
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DTNB 0,01 M; após 1 minuto de reação, foi feita a leitura em espectrofotômetro em 412 nm. 212 

A concentração foi expressa em µM/ml. Para a curva padrão da glutationa foram feitas soluções 213 

de glutationa a 6,66; 13,33; 26,66; 40; 53,33 e 66 µM. 214 

2.11 | Delineamento e Análise Estatística 215 

O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com cinco tratamentos, quatro 216 

blocos (animais) e cinco repetições (coletas). As variáveis motilidade e vigor no teste de 217 

termorresistência (TTR), integridade da membrana plasmática, integridade acrossomal e 218 

cinética espermática pós-descongelação, foram submetidas a análise de variância (ANOVA) 219 

utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM) e para comparação de média 220 

foi utilizado o teste Student-Newman-Keuls, na probabilidade de 5%. As análises foram 221 

executadas através do programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).  222 

A quantificação da glutationa reduzida e de malonaldeído foi submetida a Análise de 223 

Variância (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, na probabilidade de 5%. As 224 

análises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, 225 

EUA, 2012). 226 

 227 

3 | RESULTADOS 228 

No teste de termorresistência (TTR) espermática a 37°C nos tempos de 0, 60, 120 e 180 229 

minutos, observou-se que para os parâmetros de motilidade e vigor não houve diferença 230 

estatística entre os tratamentos e o controle quando adicionados diferentes concentração de 231 

ácido oleico (50 μM e 100 μM) e ácido palmítico (50 μM e 100 μM) ao diluidor de 232 

criopreservação de sêmen bovino (Tab. 1; p>0,05).   233 

 234 
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Tabela 1. Motilidade total e vigor pós-descongelamento de espermatozoides de touros, criopreservados em meio de congelação 235 

suplementado com diferentes concentrações de ácido oleico (50 µM e 100 µM) e ácido palmítico (50 µM e 100 µM), avaliados pelo 236 

teste de termo resistência (TTR) 237 

Parâmetros 
Tempo 

(minutos) 
Controle 

Oleico Palmítico 

50 µM 100 µM 50 µM 100 µM 

Motilidade (%) 0 36.50 ± 8.75 35.0 ± 11.47 36.50 ± 10.89 34.50 ± 12.34 38.00 ± 11.96 

Vigor (1-5) 0 2.70 ± 0.65 2.60 ± 0.68 2.55 ± 0.75 2.70 ± 0.65 2.80 ± 0.52 

Motilidade (%) 60 23.50 ± 12.15 23.25 ± 13.79 23.50 ± 12.98 21.25 ± 12.12 21.50 ± 3.77 

Vigor (1-5) 60 1.90 ± 0.85 1.95 ± 0.94 1.95 ± 0.88 1.85 ± 0.93 1.95 ± 0.99 

Motilidade (%) 120 7.50 ± 6.58 7.00 ± 6.36 5.25 ± 5.95 6.31 ± 7.42 5.23 ± 6.97 

Vigor (1-5) 120 0.80 ± 0.69 0.75 ± 0.63 0.55 ± 0.60 0.57 ± 0.60 0.52 ± 0.67 

Motilidade (%) 180 2.750 ± 5.49 3.25 ± 5.44 2.75 ± 4.12 3.14 ± 4.57 3.14 ± 4.57 

Vigor (1-5) 180 0.30 ± 0.57 0.40 ± 0.59 0.35 ± 0.48 0.38 ± 0.49 0.38 ± 0.49 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP)  238 

Valores de média com letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas entre os tempos para motilidade 239 

(p>0,05) pelo teste Student-Newman-Keuls. 240 

Valores de média com letras maiúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas entre os tempos para vigor 241 

(p>0,05) pelo teste Student-Newman-Keuls.242 
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Os parâmetros cinéticos, pós-descongelamento, de espermatozoides 243 

criopreservados com diferentes concentrações de ácido oleico (50 µM e 100 µM) e 244 

ácido palmítico (50 µM e 100 µM), mostram que não houve diferença estatística 245 

(Tab. 2; p>0,05) entre os tratamentos estudados para as variáveis MT, MP, VCL, 246 

VSL, VAP, STR, BCF, ALH e HIPER. Além disso, a concentração de 100 µM de 247 

ácido palmítico aumentou o percentual de linearidade dos gametas (Tab. 2; p<0,05), 248 

quando comparada ao tratamento de 50µM de ácido palmítico. Da mesma forma, 249 

foi observado que espermatozoides criopreservados na concentração de 100 µM de 250 

ácido palmítico apresentaram valores de WOB superiores (Tab. 2; p<0,05) ao 251 

tratamento de 50µM de ácido palmítico, não diferindo dos demais tratamentos.  252 

 253 

 254 

 255 

 256 

 257 

 258 

 259 

 260 
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Tabela 2. Parâmetros cinéticos (CASA) de espermatozoides criopreservados de bovinos com meio de congelação suplementado com diferentes 261 

concentrações de ácido oleico (50 µM e 100 µM) e ácido palmítico (50 µM e 100 µM) 262 

Parâmetros de 

motilidade 
Controle 

Ácido oleico Ácido Palmítico 

50µM 100µM 50µM 100µM 

MT 38.70 ± 22.72 40.29 ± 19.77 38.80 ± 21.69 34.25 ± 20.78 33.87 ± 13.38 

MP 24.44 ± 13.75 25.72 ± 12.79 25.52 ± 13.80 22.60 ± 12.45 23.33 ± 9.71 

VCL 71.35 ± 15.57 71.11 ± 15.99 73.86 ± 18.47 71.29 ± 16.53 70.63 ± 15.26 

VSL 36.19 ± 8.11 36.75 ± 8.80 37.84 ± 10.82 36.26 ± 9.99 39.20 ± 9.47 

VAP 45.57 ± 9.51 45.74 ± 9.66 47.00 ± 11.41 44.79 ± 10.84 46.92 ± 10.50 

LIN 52.21 ± 3.83ab 52.88 ± 5.00 ab 52.14 ± 7.15 ab 51.69 ± 6.67b 57.21 ± 7.40ª 

STR 82.87 ± 4.41 83.31 ± 7.21 82.86 ± 10.71 83.71 ± 6.78 87.81 ± 6.75 

WOB 67.83 ± 2.23 ab 68.45 ± 2.48ab 67.65 ± 2.84 ab 66.25 ± 4.96b 70.31± 5.17ª 

ALH 13.69 ± 0.44 13.62 ± 0.63 13.34 ± 1.10 13.45 ±0.87 13.07 ± 0.65 

BCF 20.92 ± 1.52 20.11 ± 2.52 19.97 ± 3.68 20.24 ± 2.55 20.69 ± 2.77 

HIPER 15.45 ± 6.68 17.39 ± 7.06 17.85 ± 8.81 14.93 ± 5.57 15.24 ± 4.24 
Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 263 
MP - Motilidade progressiva; VCL – velocidade curvilínea; VSL - velocidade em linha reta; VAP – velocidade média de percurso; LIN - linearidade; STR - retilinearidade; 264 
WOB – Oscilação; ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabeça e BCF - frequência de batimentos de cauda. 265 
Valores de média com letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas (p<0,05) pelo teste Student-Newman-Keuls.266 

267 
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A adição de diferentes concentrações de ácido oleico (50 µM e 100 µM) e 268 

ácido palmítico (50 µM e 100 µM) não demonstrou incremento no percentual de 269 

células com membranas plasmática e acrossomal intactas e na estabilidade das 270 

membranas quando os tratamentos foram comparados ao grupo controle nos 271 

diferentes tempos (0, 60, 120 e 180 minutos) do teste de termo resistência (TTR) 272 

espermática a 37°C (Tab. 3; p>0,05).  273 

 274 

 275 

 276 

 277 

 278 

 279 

 280 

 281 

 282 

 283 
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Tabela 3. Integridade da membrana plasmática e Integridade acrossomal pós-descongelamento de espermatozoides de touros, 284 

criopreservados em meio de congelação suplementado com diferentes concentrações de ácido oleico (50 µM e 100 µM) e ácido palmítico 285 

(50 µM e 100 µM), avaliados pelo teste de termo resistência (TTR) 286 

Parâmetros 
Tempo 

(minutos) 
Controle 

Oleico Palmítico 

50 µM 100 µM 50 µM 100 µM 

M. Plasmática 0 51.90 ± 19.72 51.20 ± 23.10 53.45 ± 18.08 54.85 ± 20.43 53.70 ± 19.75 

M. Acrossomal 0 55.15 ±19.72AB 61.05 ± 24.42A 53.75 ± 33.07A 62.90 ± 25.57A 56.15 ± 27.54A 

M. Plasmática 60 52.05 ± 16.88a 47.45 ± 21.73a 48.05 ± 26.59a 49.35 ± 18.96ab 50.20 ± 22.31a 

M. Acrossomal 60 67.55 ± 22.45 63.40 ± 21.76 54.60 ± 25.66 61.95 ± 20.21 60.60 ± 23.30 

M. Plasmática 120 46.70 ± 19.25a 43.65 ± 23.39a 47.10 ± 26.87a 47.00 ± 22.43ab 49.71 ± 20.90a 

M. Acrossomal 120 53.10 ± 20.41AB 53.60 ± 26.87A 48.55 ± 25.05A 58.73 ± 21.07A 53.09 ± 19.19A 

M. Plasmática 180 42.85 ± 19.01a 41.65 ± 21.65a 40.45 ± 21.68a 40.00 ± 21.88b 43.85 ± 19.32a 

M. Acrossomal 180 48.35 ± 23.22B 57.25 ± 23.63A 49.15 ± 24.27A 48.94 ± 24.32A 54.14 ± 21.12A 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP)  287 

Valores de média com letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas (p<0,05) entre os tempos para 288 

membrana plasmática, pelo teste de Student-Newman-Keuls.  289 

Valores de média com letras maiúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenças significativas (p<0,05) entre os tempos para 290 

membrana acrossomal, pelo teste de Student-Newman-Keuls.  291 
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Para a produção de malonaldeido (MDA), foi observado uma redução nas 292 

concentrações de MDA quando os espermatozoides foram criopreservados em meio 293 

suplementado com ácido palmítico 50 µM e 100 µM e ácido oleico 50 µM, quando 294 

comparado ao grupo controle e ao tratamento oleico 100 µM (Fig. 1; p<0,05). A atividade 295 

da enzima Glutationa reduzida (GSH) foi elevada quando os espermatozoides foram 296 

criopreservados em meio suplementado com ácido palmítico 50 µM e 100 µM e acido 297 

oleico 100 µM, quando comparados ao controle e ao tratamento oleico 100 µM (Fig. 2; 298 

p<0,05). 299 

 300 
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Figura 1 - Quantificação de MDA em sêmen pós-criopreservado de touros 303 

suplementados com diferentes concentrações de ácido oleico (50 µM e 100 µM) e ácido 304 

palmítico (50 µM e 100 µM). MDA: Malondialdeído. CN: Controle. OL50: Ácido Oléico 305 

50µM. OL100: Ácido Oléico 100µM.  PL50: Ácido Palmítico 50µM.  PL100: Ácido 306 

Palmítico 100µM. As diferenças entre os grupos foram determinadas por Análise de 307 

Variância (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, (p<0,05). 308 

 309 
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 316 

 317 
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GSH (oleico e palmítico) 318 
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 320 
Figura 2 - Quantificação de GSH em sêmen pós-criopreservado de touros suplementados 321 

com diferentes concentrações de ácido oleico (50 µM e 100 µM)  e ácido palmítico (50 322 

µM e 100 µM). GSH: Glutationa reduzida. CN: Controle. OL50: Ácido Oléico 50µM. 323 

OL100: Ácido Oléico 100µM.  PL50: Ácido Palmítico 50µM.  PL100: Ácido Palmítico 324 

100µM. Os valores representam a média ± D.P.M. As diferenças entre os grupos foram 325 

determinadas por Análise de Variância (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste 326 

(p<0,05). 327 

 328 

 329 

 330 

 331 

4 | DISCUSSÃO 332 

O presente estudo amplia o conhecimento sobre os efeitos da suplementação de 333 

diferentes ácidos graxos (ácido oleico e ácido palmítico) ao meio diluidor de 334 

criopreservação de sêmen bovino. Os resultados obtidos demonstram que tanto o grupo 335 

controle quanto a adição de diferentes concentrações de ácido oleico (50 µM e 100 µM) 336 

e ácido palmítico (50 µM e 100 µM) provocou redução do percentual de espermatozoides 337 

com motilidade total e vigor quando incubados a 37°C durante 180 minutos, essa redução 338 

nos valores de motilidade e vigor podem ser explicados devido a um maior consumo de 339 

suas substâncias nutritivas nos primeiros períodos do teste, além das perdas de 340 

componentes intracelulares ou de lesões estruturais na cauda dos espermatozoides, 341 

c c 

ab 

 
a 
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diminuindo sua viabilidade em função da redução do ATP produzido durante as duas 342 

primeiras horas (Barros et al., 2013). 343 

O teste de termo resistência (TTR) tem por objetivo selecionar amostras de sêmen 344 

mais resistentes a lesões latentes ao calor e maximizar as chances de sobrevivência 345 

espermática dentro do trato reprodutivo feminino. No entanto não existe uma correlação 346 

positiva entre qualidade de espermatozoides ao final da TTR e fertilidade, Viana et al. 347 

(2009) mostrou em seu estudo que espermatozoides com taxa de motilidade de 0% ao 348 

final de 5 horas de incubação a 38°C apresentaram taxa de prenhes de 66% na IATF. 349 

As diferentes concentrações de ácido palmítico e ácido oleico demostraram não 350 

interferir nos valores de motilidade e vigor nos diferentes tempos da TTR, nossos 351 

resultados são contrários aos resultados encontrados por Kiernan et al. (2013), no qual 352 

relataram que a adição de ácido α-linolênico (ALA) (10 e 100 µM), ácido palmítico (100 353 

µM) e ácido oleico (OA) (10 e 100 mM) em diluidores a base de citrato, com e sem gema 354 

de ovo, melhorou a motilidade progressiva, motilidade linear e a viabilidade de 355 

espermatozoides de touro refrigerados por 7 dias. Além disso, 5 ng / mL de ALA também 356 

melhoraram as características citológicas de espermatozoides descongelados. No entanto 357 

os tratamentos estabilizaram a redução da motilidade a partir de 120 minutos. 358 

Possivelmente, houve boa preservação da fluidez das membranas e/ou estabilização dos 359 

elementos proteicos na matriz lipídica da bicamada. 360 

Quanto a cinética espermática, foi observado que, os espermatozoides tratados 361 

com 100 µM de ácido palmítico aumentaram a linearidade, quando esse grupo foi 362 

comparado ao controle e aos demais tratamentos. Além disso, os valores de WOB foram 363 

superiores para o tratamento 100 µM de ácido palmítico quando comparado ao tratamento 364 

ácido palmítico 50µM. Embora o a linearidade e a WOB possuam alta correlação com a 365 

fertilidade, quando associado à redução dos valores de ALH, como observado no presente 366 
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estudo, pode-se sugerir o desenvolvimento de um padrão cinético de espermatozoides 367 

com baixa capacidade de penetração na zona pelúcida do óvulo, prejudicando assim o 368 

processo de fertilização (Verstegen et al., 2002).  369 

Além de seu papel nas propriedades físicas da membrana plasmática, os ácidos 370 

graxos têm uma variedade de bioatividades, como expressão e regulação gênica de 371 

proteínas (Darios et al., 2007). A qualidade espermática tem sido associada a uma alta 372 

concentração de ácidos graxos de cadeia longa, em particular, o ácido palmítico e o ácido 373 

oleico, componentes essenciais da membrana plasmática para flexão do flagelo 374 

espermático, aumentado assim a motilidade espermática (Tavilan et al., 2007). 375 

Provavelmente se tivéssemos aumentado o tempo de estabilização do sêmen no processo 376 

de resfriamento, poderíamos ter tido maiores valores de motilidade e vigor, em função do 377 

tempo necessário para que esses ácidos graxos interagissem com a membrana plasmática. 378 

No presente estudo, não foi observado diferenças significativas entre os grupos 379 

experimentais em relação à integridade acrossômica e integridade da membrana 380 

plasmática no teste de termorresistencia, o que sugere que a presença de ácido palmítico 381 

e ácido oleico, nas concentrações utilizadas, não melhoram os parâmetros de qualidade 382 

estrutural de espermatozoides criopreservados de touro, isso pode ser explicado pela falta 383 

de incorporação eficaz de ácido palmítico e ácido oleico na membrana do espermatozoide. 384 

Os ácidos graxos, podem ser transportados através da membrana plasmática, uma vez que 385 

eles atravessam a membrana externa e ao entrar no núcleo hidrofóbico, são protonados, 386 

permitindo-lhes a partição no folheto interno (Ejaz et al., 2014). Outra explicação pode 387 

ser uma redução na quantidade de ácidos graxos saturados ou absorvido passivamente 388 

ligado à membrana plasmática, o que aumenta a proporção de ácidos graxos poli-389 

insaturados (Maldjian et al. 2005). 390 

http://onlinelibrary-wiley-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/rda.12239/full#rda12239-bib-0018
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Nossos achados também indicam que, houve uma redução na integridade da 391 

membra plasmática de espermatozoides criopreservados na concentração de 50 µM de 392 

ácido palmítico e incubados por 180 minutos a 37 °C, quando comparado ao tempo 0 393 

minutos do teste de termorresistência, demostrando assim que essa concentração pode ser 394 

prejudicial a sobrevivência dos espermatozoides no trato reprodutivo feminino.  395 

Takahashi et al. (2012) relataram que o ácido palmítico e o ácido linoleico 396 

adicionados ao meio diluidor de sêmen a base de citrato aumentou a motilidade e 397 

viabilidade de espermatozoides de touros no processo de criopreservação. No entanto, os 398 

resultados do presente estudo não corroboram com Abavisani et al. (2013) 399 

e Sheikholeslami Kandelousi et al. (2013) que relataram uma diminuição da motilidade, 400 

morfologia e viabilidade espermática em sêmen de touros criopreservados em meio 401 

diluidor contendo ácidos graxos. 402 

Os espermatozoides têm menor capacidade antioxidante e não podem neutralizar 403 

os efeitos prejudiciais das espécies reativos do oxigênio (ROS) e a lipoperoxidação 404 

lipídica (LPO) durante o processo de criopreservação. Por este motivo, o uso de 405 

antioxidantes no meio diluidor de sêmen é obrigatório para reduzir os efeitos nocivos da 406 

LPO durante a criopreservação. O uso das concentrações de 50 µM e 100 µM de ácido 407 

palmítico demostraram ser mais eficazes em reduzir os níveis de MDA, assim como 408 

também foram capazes de aumentar a atividade da enzima GSH, enzima essa que atua 409 

diretamente como antioxidante (Bilodeau et al., 2001 ) e pode melhorar 410 

a qualidade do sêmen protegendo as pontes dissulfeto e assim, manter a estrutura nuclear 411 

do espermatozoide (Yeste et al., 2012 ).  412 

Os resultados desse experimento, mostraram que a suplementação do meio 413 

diluidor com 100 µM de ácido oleico foi capaz de aumentar proporcionalmente tanto os 414 

níveis de MDA quanto da atividade de GSH, resultados semelhantes foram encontrados 415 

https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/semen-quality
https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/semen-quality
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por Strzezek e al. (2004), que ao suplementar suínos com dieta rica em ácidos graxos, 416 

observou um aumento na enzima superóxido desmutase, concomitante com a produção 417 

de MDA. Assim, o aumento na peroxidação lipídica, pode ser compensado pela ação dos 418 

antioxidantes. Koppers et al. (2010) observaram uma relação positiva de 419 

astenozoospermia para a presença de ácido palmítico e esteárico no sêmen humano, 420 

observando ainda que quanto maior a presença de ácidos graxos insaturados menor o grau 421 

de astenozoospermia. Em contrário observaram que quanto maior a quantidade de ácidos 422 

graxos insaturados, mais sensíveis aos ataques de espécies reativas de oxigênio, estresse 423 

oxidativo e peroxidação lipídica ficaram os espermatozoides. 424 

 425 

5 | CONCLUSÃO 426 

Em conclusão, a suplementação de 100 µM de ácido palmítico ao diluidor TRIS-427 

Gema, preservou a viabilidade do sêmen criopreservado de bovino. 428 

 429 
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 15 

Resumo  16 

 17 

Objetivou-se avaliar os efeitos da suplementação de eugenol ao diluidor de criopreservação 18 

de sêmen bovino. Foram utilizados vinte ejaculados de quatro bovinos Curraleiro Pé-Duro. 19 

Após as coletas o sêmen foi diluído em TRIS-Gema e suplementado ou não com eugenol 20 

(10µM, 50µM). Os espermatozoides criopreservados foram submetidos à análise pós-21 

descongelamento, da motilidade total e o vigor espermático no teste de termorresistência 22 

(TTR), integridade da membrana plasmática, integridade acrossomal, funcionalidade da 23 

membrana espermática (HOST), cinética espermática, quantificação da lipoperoxidação 24 

espermática, quantificação de GSH e teste de fertilização in vitro (FIV). O TTR reduziu 25 

motilidade total e vigor para o grupo controle e todos os tratamentos. A suplementação de 26 

eugenol não melhorou a cinética espermática. Houve redução na membrana acrossomal 27 

intacta no grupo controle, quando incubados a 180 minutos e comparados ao tempo de 60 28 

minutos. A quantidade de MDA foi menor no tratamento de 50 µM de eugenol, quando 29 

comparado ao grupo controle e ao tratamento de 10 µM de eugenol. A atividade da enzima 30 

Glutationa reduzida (GSH) foi elevada em meio com 10 µM e 50 µM eugenol, quando 31 

comparados ao controle. Em conclusão, a  suplementação de Eugenol foi eficiente em 32 

reduzir o estresse oxidativo espermático, além de preservar a integridade da membrana 33 

acrossomal ao longo do tempo de incubação, no entanto não melhorou nenhum dos 34 

parâmetros cinéticos avaliados. 35 

  36 

Palavras-chaves: Curraleiro Pé–Duro, membrana plasmática, espécies reativas ao oxigênio, 37 

glutationa reduzida.  38 

 39 

 40 

1 | INTRODUÇÃO 41 

Os avanços biotecnológicos na reprodução animal refletem em um maior êxito na 42 

produção e no melhoramento genético dos animais, capaz de maximizar a eficiência 43 

reprodutiva. Neste aspecto, a criopreservação tem sido amplamente utilizada, devido aos 44 

seus benefícios sobre o melhoramento genético de animais de produção, a otimização da 45 

criação e exploração de macho através de programas de inseminação artificial (IA), e a 46 

conservação de material genético de animais em vias de extinção, agindo sobre o 47 
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armazenamento do sêmen por prazo indefinido, através da congelação, em processo hábil 48 

para interromper o metabolismo espermático (Lema, 2011; Morrell e Mayer, 2017). 49 

Entretanto o processo de criopreservação induz a geração de espécies reativas ao oxigênio 50 

(ROS), o qual é responsável por danificar os espermatozoides de mamíferos, provocando 51 

alterações da motilidade, danos ao DNA e as membranas espermáticas (Simon et al. 2013) 52 

e consequentemente redução na fertilização oocitária (Griveau e Le Lannou, 1997). 53 

Uma forma de equilibrar a ação das ROS sobre as células espermáticas ocorre por 54 

meio da ação das defesas antioxidantes endógenas presente no plasma seminal, que agem 55 

removendo as ROS, ou a partir delas formando produtos intermediários não tóxicos (Reiter, 56 

1998). Assim, existem várias evidências da atividade protetora dos componentes do sistema 57 

antioxidante, como o combate a lipoperoxidação (LPO) e a apoptose espermática, 58 

desempenhada por enzimas como, superóxido desmutase (SOD), catalase (CAT) (Ferreira e 59 

Matsubara, 1997), Glutationa peroxidase (GSH) e Glutationa reduzida (GR), sendo esta 60 

última capaz de  alterar a suscetibilidade espermática sob as condições de criopreservação 61 

(Gangwar  et al., 2018).  62 

Desta meneira, se as ROS visam o conteúdo lipídico da membrana celular, 63 

consequentemente os danos estruturais da membrana, resultam em maior permeabilidade e 64 

fluidez da membrana espermática (Banday et al., 2017), mesmo no sêmen com maior 65 

viabilidade pós-descongelação (Cerolini et al., 2000). 66 

No entanto, as crioinjúrias podem ser reduzidas pela adição de antioxidantes ao meio 67 

diluidor durante a criopreservação, melhorando os parâmetros pós-descongelação de 68 

motilidade e fertilização in vitro (Malo et al. 2010; Castelo Branco et al., 2017). 69 

Em estudos sobre peroxidação lipídica Castelo Branco et al. (2017) observou que o 70 

óleo essencial de limão (Citrus limon), foi eficiente na redução da LPO espermática. Outros 71 

compostos, como o eugenol (4-alil-2-metoxifenol), um metoxifenol com uma cadeia curta 72 

de hidrocarbonetos, e principal componente (80% –95%) fenólicos do óleo de cravo 73 

(Eugenia caryophyllata), tem demonstrado atividade protetora sobre as células. 74 

 O eugenol por muito tempo foi utilizado como especiaria devido ao seu forte odor, 75 

e como anti-séptico dentário devido ao seu efeito detergente, contudo atualmente vem sendo 76 

estudado e evolutivamente ao progresso das pesquisas demonstra apresentar diversas 77 

propriedades biológicas, inclusive atividade antioxidativa. Em estudos para estimar a 78 

capacidade do eugenol em atuar como antioxidante observou-se um poder redutor efetivo 79 

deste composto na capacidade de eliminação de radicais livres, demonstrado pela redução 80 
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de ferricianeto de potássio e cúprico (Cu2 +) e por métodos de redução quando comparados 81 

com a-Tocoferol, BHT e BHA (Gülçin, 2011).  82 

No entanto, ainda não existem evidências e estudos relativos ao eugenol (Eugenia 83 

caryophyllata), na criopreservação espermática. Neste sentido o objetivo deste trabalho, foi 84 

investigar os efeitos do eugenol na criopreservação espermática de touros, avaliado através 85 

de importantes parâmetros de integridade, funcionalidade e produção de ROS no sêmen pós-86 

criopreservação. 87 

 88 

2 | MATERIAL E MÉTODOS 89 

2.1 | Ética em experimentação animal  90 

O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 91 

EMBRAPA MEIO NORTE, sob o protocolo de 001/2016. 92 

2.2 | Diluidores experimentais  93 

O diluidor Tris-Gema constituído a partir de 3,605 g de Tris; 2,024 g de ácido cítrico; 94 

1,488g de frutose; 25 MG de gentamicina; 50.000 UI de penicilina; 100 mL de água 95 

destilada; 20% de gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH 96 

6,8, foi utilizado para diluição e congelamento do sêmen. Três diluidores experimentais 97 

diferentes foram preparados na seguinte disposição: Controle, 10 μM e 50 μM de eugenol, 98 

adicionados ao diluidor Tris-Gema.  99 

2.3 | Animais  100 

Foram utilizados 04 touros da raça Curraleiro Pé-Duro (Bos taurus taurus), 101 

provenientes da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária – EMBRAPA Meio Norte 102 

localizada na cidade de Campo Maior, Piauí, Brasil. Os touros foram mantidos sob regime 103 

extensivo, em pastejo de gramíneas nativas, com água e sal mineral ad libitum e avaliados 104 

quanto à normalidade dos parâmetros andrológicos antes do estudo, de acordo com as 105 

recomendações do Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (motilidade em massa: ≥3; 106 

motilidade espermática: ≥60 %; concentração: 350 milhões de espermatozóides / mL; 107 

número total de espermatozóides no ejaculado: 3 a 5 bilhões; espermatozóides 108 

morfologicamente normais: ≥ 70%; defeitos maiores de espermatozóides: ≤ 10%; defeitos 109 

menores de espermatozóides: ≤ 20%; : ≤5%; defeitos individuais menores: ≤10%) (CBRA, 110 

2013).  111 

2.4 | Coleta de sêmen e avaliação inicial  112 

Foram coletados cinco ejaculado por touro, com um eletroejaculador (Biocon ® 113 

Soluções para Biotecnologia, Uberaba, Brasil), totalizando 20 ejaculados. Após a coleta, 114 
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cada ejaculado foi diluído com Tris-Gema (3,605 g de Tris; 2,024 g de ácido cítrico; 1,488g 115 

de frutose; 25 MG de gentamicina; 50.000 UI de penicilina; 100 ml de água destilada; 20% 116 

de gema de ovo e 5% de glicerol, com osmolaridade de 350 mOsm/kg e pH 6,8), e dividido 117 

igualmente em três alíquotas: Controle (Tris-Gema sem adição de eugenol, Sigma-Aldrich®, 118 

St. Louis, MO, USA), Tris-Gema + 10 μM de eugenol; Tris-Gema + 50 μM de eugenol.  119 

2.5 | Criopreservação do sêmen 120 

Imediatamente após a coleta e processamento, as amostras de sêmen dos cinco 121 

tratamentos foram envasadas em palhetas de 0,25 mL, à temperatura ambiente, para uma 122 

concentração final de 20 × 106  espermatozóides viáveis / palheta, e então foram congeladas 123 

em máquina TK 3000® (TK Tecnologia em congelação Ltda., Uberaba, Brasil), ajustada 124 

para uma taxa de resfriamento de -0,5 ° C / min da temperatura ambiente (25 ° C) até que a 125 

temperatura de 5 ° C fosse atingida. Após estabilização a 5 ° C por 1 hora, o congelamento 126 

foi realizado a -20 ° C / min até atingir uma temperatura de -120 ° C, quando as palhetas 127 

foram colocadas diretamente em nitrogênio líquido (-196 ° C), e armazenadas até o tempo 128 

de análise pós-criopreservação. A descongelação ocorreu em banho-maria a 37ºC por 30 129 

segundos, para avaliação quanto à motilidade total e vigor no teste de termo resistência 130 

(TTR), cinética espermática, integridade da membrana plasmática e acrossomal, 131 

funcionalidade da membrana plasmática, cinética espermática, quantificação da 132 

lipoperoxidação da membrana espermática, determinação da concentração de glutationa 133 

reduzida e teste de fertilidade in vitro, conforme descrito a diante. 134 

2.6 | Teste de termorreristência (TTR) 135 

O teste de termorresistência foi realizado de acordo Viana et al. (2009), o qual 136 

consistiu em verificar a longevidade das amostras de sêmen descongeladas. Uma alíquota de 137 

10µl de sêmen descongelado foi incubada a 37 ° C em banho-maria, e avaliada quanto à 138 

motilidade total e o vigor espermático por meio de microscopia de contraste de fase 139 

(Olympus optical Co., Ltda., Tóquio, Japão) com placa aquecedora acoplada, aumento de 140 

400x, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos.  141 

2.7 | Avaliação da cinética espermática  142 

A cinemática espermática foi avaliada por meio de um Sistema de Análises de 143 

espermatozoide Computadorizado (CASA). O CASA consistiu de um sistema de 144 

microscopia óptica de contraste de fase (Nikon ™ H5505, Eclipse 50i, Japão), com 145 

iluminação estroboscópica, e uma fase quente a 37°C, uma câmera de vídeo (Basler Visão 146 

Tecnologie ™ A312FC, Ahrensburg, Alemanha) e um PC com o analisador de esperma 147 

Classe ™ software (Microptics, SL, versão 3.2.0, Barcelona, Espanha). As variáveis 148 
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avaliadas foram: motilidade progressiva (MOP-- μm/s), velocidade curvilinear (VCL - 149 

μm/s), velocidade em linha reta (VSL - μm/s), velocidade média do percurso (VAP-μm/s), 150 

linearidade (LIN - %), retilinearidade (STR-%), deslocamento lateral de cabeça (ALH - μm), 151 

Wobble (WOB - %) e frequência de batimento cruzado (BCF-Hz), para cada espermatozoide 152 

analisado. 153 

2.8 | Analise da integridade da membrana plasmática  154 

Para avaliação da integridade da membrana plasmática, utilizou-se 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 por 157 

Coleto et al. (2002), em que alíquotas de 50μL de sêmen pós descongelado foram diluídas 158 

em 150μL de Tris, 5μL de DCF e 20μL de IP e incubadas por 10 min a 37ºC. Foram avaliados 159 

200 espermatozoides em microscópio de epifluorescência (400x; Olympus optical Co., 160 

Ltda., Tóquio, Japão), usando-se filtro de emissão DBP 580- 630nm e excitação DBP 161 

485/20nm.  162 

2.9 | Analise da integridade acrossomal  163 

Para avaliação da integridade da membrana acrossomal, utilizou-se o corante 164 

isotiocianato de fluoresceína conjugado a Peanut agglutinin (FITC-PNA; Sigma-Aldrich®, 165 

St Louis, MO, USA), de acordo com a técnica descrita por Roth et al. (1998), em que 166 

alíquotas de 20μL de FITC-PNA foram colocadas sobre esfregaços de lâminas contendo 167 

espermatozoides, as quais foram incubadas por 20 minutos em câmara úmida a 4°C, na 168 

ausência de luz. Após incubação, as lâminas foram enxaguadas duas vezes em PBS 169 

refrigerado (4°C) e colocadas para secagem na ausência de luz. Imediatamente antes da 170 

avaliação, 5μL de meio de montagem UCD foram colocados sobre a lâmina e cobertos com 171 

lamínula. Foram avaliados 200 espermatozoides em microscópio de epifluorescência (400x; 172 

Olympus optical Co., Ltda., Tóquio, Japão), e a integridade expressa em porcentagem. 173 

2.10 | Teste de funcionalidade da membrana espermática pós-criopreservação  174 

A funcionalidade da membrana espermática foi avaliada por meio do teste 175 

hiposmótico (HOST) a partir de uma alíquota de 10 μL de sêmen pós - criopreservado 176 

adicionada a 1000 μL de solução hiposmótica constituída de citratotrisódico – frutose, 177 

obedecendo a uma concentração de 150 mOsm/L, conforme Fonseca et al. (2005) e 178 

incubados em Banho – Maria a 37ºC, durante 60 minutos. Após este período, as amostras 179 

foram analisadas em microscopia de contraste de fase, sob aumento de 400 vezes e contagem 180 

de 100 células. As células foram classificadas quanto à presença ou não de cauda dobrada, 181 

segundo descrito por Kumi-Diaka (1993). 182 
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2.12 | Quantificação da lipoperoxidação da membrana espermática 183 

A taxa de peroxidação lipídica dos espermatozoides foi estimada pela medida do 184 

nível de malonalialdeído (MDA), utilizando o ácido tiobarbitúrico (TBA), baseado no 185 

método descrito por Buege e Aust (1978). Os níveis de malonalialdeído foram medidos após 186 

a suplementação de 500 μL de sêmen pós-criopreservado, mais Tampão Tris-ácido cítrico, 187 

pH 7.4, adicionado a 1mL do reagente TBA (15% de ácido tricloroacético; 0,25N de ácido 188 

clorídrico e 0,375% de ácido tiobarbitúrico) e 1% (v/v) de BHT 50mM. A mistura foi tratada 189 

em água fervente (100 ° C) durante 15 min. Posteriormente as amostras foram resfriadas, e 190 

centrifugadas 1.200g por 15 min. O sobrenadante foi removido e a absorbância foi medida 191 

a 535 nm em espectrofotômetro UV-VIS (Perkin Elmer - Lambda 25). A concentração de 192 

MDA foi determinada pela curva de calibração feita diariamente com malonaldeído (MDA) 193 

como padrão, nas concentrações de 1 a 20mmol. O MDA produzido foi expresso em µmol 194 

de TBARS/ml de diluidor. 195 

2.13 | Método da determinação dos níveis de glutationa reduzida (GSH) 196 

A determinação da concentração de GSH foi baseada na reação de Ellman (5,5’-197 

ditiobis (ácido 2-nitrobenzoico), conforme algumas modificações da técnica descrita por 198 

Khan et al. (2011). Em um tubo contendo tampão EDTA pH 5,4, foram adicionados 400 μL 199 

de sêmen, acrescidos de 320 μL de água destilada, mais 80 μL de ácido tricloroacético a 200 

50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, foram 201 

recolhidos 400 μL do sobrenadante e acrescido de 800 μL de tampão Tris-HCl 0,4 M, pH 202 

8,9 e mais 20 μL de DTNB 0,01 M; após 1 minuto de reação, foi feita a leitura em 203 

espectrofotômetro em 412 nm. A concentração foi expressa em µM/mL. Para a curva padrão 204 

da glutationa foram feitas soluções de glutationa a 6,66; 13,33; 26,66; 40; 53,33 e 66 µM. 205 

2.14 |   Teste de fertilidade in vitro 206 

       Os complexos cumulus-oócitos (CCOs) foram coletados por aspiração folicular de 207 

ovários obtidos de um matadouro local.  Foram considerados adequados para o cultivo in 208 

vitro os oócitos com três ou mais camadas de células do cumulus compactas, grau I e II, com 209 

citoplasma homogêneo ou apresentando pequenas irregularidades (Leibfried e First, 1979). 210 

Os CCOs selecionados foram submetidos à maturação in vitro em meio TCM-199 acrescido 211 

de 2,4 mM de NaHCO3; 2,2 mg/mL de piruvato de sódio; 5 µg/mL de LH; 5 µg/mL de FSH; 212 

100 ng/µl de eGF; 1 µg/mL de estradiol; 50 µM de cisteína; 10% de SFB e 1% de 213 

gentamicina, por 24 horas, em estufa incubadora à 38,5°C com 5% de CO2 e 95% de 214 

umidade. Após a maturação, todos os oócitos foram fertilizados com sêmen criopreservado, 215 
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das duas diferentes raças, em meio base TRIS, preparado segundo a técnica de gradiente de 216 

Percoll. 217 

   A fertilização in vitro foi realizada em gotas de 100µl de meio Fert-Talp acrescido de 218 

10µg/ml de heparina, cobertas com óleo mineral, com concentração espermática de 1 × 106 219 

espermatozoides vivos/ml, co-incubados em atmosfera de 5% de CO2, a 38,5 ºC por 22 220 

horas. Para a avaliação da taxa de fertilidade, os presumíveis zigotos foram submetidos ao 221 

cultivo in vitro em estufa com atmosfera de 5% de CO2, a 38,5 ºC. Após 48 horas de cultivo 222 

os presumíveis zigotos foram avaliados quanto a taxa de clivagem.  223 

2.15 | Delineamento e Análise estatística  224 

O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com três tratamentos, quatro 225 

blocos (animais) e cinco repetições (coletas). As variáveis motilidade e vigor no teste de 226 

termorresistência (TTR), integridade da membrana plasmática, integridade acrossomal e 227 

cinética espermática pós-descongelação, foram submetidas a análise de variância (ANOVA) 228 

utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM) e para comparação de 229 

média foi utilizado o teste Student-Newman-Keuls, na probabilidade de 5%. As análises 230 

foram executadas através do programa Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, 2013).  231 

A taxa de clivagem foi avaliada pelo teste de Qui-quadrado a 5% de probabilidade 232 

de erro. A quantificação da glutationa reduzida e de malonaldeído foi submetida a Análise 233 

de Variância (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, na probabilidade de 5%. As 234 

análises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, 235 

EUA, 2012). 236 

 237 

3 | RESULTADOS 238 

As alterações dos parâmetros de motilidade e vigor de espermatozoides bovinos após 239 

a criopreservação em diferentes concentrações: controle, (10μM e 50μM) de eugenol, em 240 

tempo progressivo, 0, 60, 120 e 180 minutos, de incubação à 37°C, são mostrados na Tabela 241 

1. Em geral, o sêmen apresentou valores significativamente menores de motilidade e vigor 242 

espermático após a descongelação e progressivamente decrescentes ao longo tempo. Embora 243 

os espermatozoides dos tratamentos e do controle, apresentassem valores significativamente 244 

maiores após a descongelação, o tempo de incubação reduziu a porcentagem de 245 

espermatozoides com motilidade total, no entanto ao observar os tempos 120 e 180 minutos 246 

para este parâmetro, não se identificou diferenças significaticas (P >0,05), entre os grupos 247 

em estudo. Para vigor, observou-se que o controle e os tratamentos obtiveram um decréscimo 248 

em função do tempo, contudo para os tratamentos (10μM e 50μM) de eugenol, nos tempos 249 
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de 120 e 180 minutos não foram observadas diferenças significatica (P <0,05), após o 250 

estresse térmico. 251 
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Tabela 1 - Motilidade total (%) e vigor (1 - 5) pós-descongelação de espermatozoides bovinos, criopreservados sobre a adição de diferentes 252 

concentrações (10 µM e 50 µM) de eugenol, avaliados pelo teste de termo resistência (TTR) 253 

Tratamentos N 
0 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos 

Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor Motilidade Vigor 

Controle 20 46.50 + 8.75a 2.70 + 0.65A 33.50 + 12.15b 1.90 + 0.85B 17.50 + 6.58c 0.80 + 0.69C 12.75 + 5.49c 0.30 + 0.57D 

10 µM 20 50.50 + 11.90a 2.90 + 0.44A 32.50 + 11.06b 2.05 + 0.75B 15.75 + 6.74c 0.60 + 0.68C 12.80 + 4.40c 0.35 + 0.48C 

50 µM 20 48.00 + 11.05a 2.75 + 0.44A 32.50 + 12.82b 1.95 + 0.88B 15.75 + 6.54c 0.65 + 0.67C 12.80 + 4.40c 0.35 + 0.48C 

Valores de média com letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tempos para motilidade (p<0,05) pelo teste de Student-Newman-254 
Keuls. 255 
Valores de média com letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas entre os tempos para vigor (p<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. 256 
 257 

 258 

Os resultados da avaliação de integridade da membrana plasmática (MP) e integridade da membrana acrossomal (MA) do sêmen 259 

descongelado de touros, cripreservados sob adição de diferentes concentrações de eugenol, e avaliados por sondas fluorescentes, estão apresentados 260 

na tabela 2. As porcentagens desta avaliação mostraram que não houve diferença estatística (p>0,05) entre os tratamentos trabalhados para o 261 

parâmetro de MP, como também não diferiram (p>0,05) ao longo do tempo de incubação, assim tanto o controle quanto as diferentes concentrações 262 

(10µM e 50 µM) de eugenol, foram capazes de manter a integridade da MP. Já para a avaliação de MA observou-se diferença estatística (p<0,05) 263 

entre os tempos e os tratamentos. A porcentagem de espermatozoides com membranas acrossomal intacta no controle, foi maior ao tempo de 60 264 

minutos, diferindo somente para o tempo de 180 minutos. Para o mesmo parâmetro o eugenol em suas diferentes concentrações não diferiu com a 265 

progressão do tempo de incubação, mantendo a integridade da MA.  266 

 267 

 268 
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Tabela 2 - Integridade da membrana plasmática, e Integridade da membrana acrossomal pós-descongelação de sêmen criopreservado de touros, 269 

sobre a adição de duas diferentes concentrações (10 µM e 50 µM) de eugenol 270 

Tratamentos N 

0 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos 

M. Plasmática M. Acrossomal M. Plasmática M. Acrossomal M. Plasmática M. Acrossomal M. Plasmática M. Acrossomal 

0 µM 20 51.90 + 19.72a 55.15 + 25.52AB 52.05 + 16.88a 67.55  +   22.45A 46.70  +  19.25a 53.10  +  20.41AB 42.85  +  19.01a 48.35  +  23.22B 

10 µM 20 50.55 + 21.95a 58.05 + 23.71A 47.40 + 22.05a 58.45  +  23.88A 47.60  +  23.87a 49.40  +  28.37A 40.65  +  19.92a 55.65  +  24.44A 

50 µM 20 51.80 + 24.66a 51.50 + 28.91A 42.60 + 22.53a 62.60   +  24.60A 43.15 +  22.00a 56.65  +  23.38A 40.60  +  21.47a 46.95  +  21.82A 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP)  271 
Valores de média com letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas (p<0,05) para membrana plasmática, pelo teste de Student-Newman-Keuls. 272 
Valores de média com letras maiúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas (p<0,05) para membrana acrossomal, pelo teste de Student-Newman-Keuls. 273 

 274 

 275 

As mudanças dos indicadores cinéticos e da funcionalidade da membrana plasmática do sêmen bovino pós-descongelação, avaliado por 276 

meio da análise computadorizada - CASA e pelo teste hiposmótico (HOST%) respectivamente, encontram-se dispostos na Tabela 3. Na qual as 277 

diferentes concentrações de eugenol não afetaram os parâmetros de cinética espermática, e funcionalidade da membrana plasmática, exceto para 278 

VSL, VAP e WOB.  279 

Após a descongelação, a VSL foi significativamente maior (p<0,05) no tratamento Eugenol – 50 μM, do que no controle e no tratamento 280 

Eugenol – 10μM. Para WOB não houve diferença (p>0,05) entre os tratamentos Eugenol – 10 μM e Eugenol – 50 μM, no entanto para o mesmo 281 

parâmetro o tratamento Eugenol – 50 μM, mostrou-se significativamente maior (p<0,05), quando em comparação  ao controle. Em relação ao VAP 282 

o controle foi estatisticamente maior (p<0,05) que o tratamento Eugenol – 50 μM, contudo não diferindo do tratamento Eugenol – 10 μM. 283 

 284 

 285 
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Tabela 3 - Parâmetros da cinética espermática e funcionalidade da membrana plasmática, na pós-descongelação de doses seminais bovinas 286 

diluídas em TRIS-gema e suplementada com diferentes concentrações (10 µM e 50µM) de eugenol 287 

Parâmetros de motilidade N 
Tratamentos 

Controle Eugenol 10µM Eugenol 50µM 

MT 20 38.20   +  22.77 37.30  +  22.93 41.20 +  20.55 

MP 20 15.00    +   2.53 15.70   +  3.65 17.75  +  8.52 

VCL 20 13.85   +  13.70 13.35  +  13.35 13.05  +   11.31 

VSL 20      8.45   +   10.02 10.50  +  14.26 23.15  +  26.19 

VAP 20   59.35   +  17.93 52.55  +  25.14 43.00  +  29.87 

LIN 20   6.70  +  5.74 8.45  +   8.43 12.15  +  10.63 

STR 20 25.65  +  8.67 22.00   +  11.17 19.35  +  13.49 

WOB 20 6.85   +  7.19 12.05  +  13.65 16.30  +  14.70 

ALH 20 34.75  + 11.04 16.05  +  16.65 25.90  +  17.01 

BCF 20 10.80  +  14.26 18.60   + 19.89 18.20  +  18.71 

HOST (%) 20 45.10  +  14.75       37.20 +  13.88       35.60 + 15.54        

Os valores são expressos como média ± desvio padrão (DP) 288 
MP - motilidade progressiva; VCL – velocidade curvilínea; VSL - velocidade em linha reta; VAP – velocidade média de percurso; LIN - linearidade; STR - 289 
retilinearidade; WOB – Oscilação; ALH - Amplitude de deslocamento lateral da cabeça e BCF - frequência de batimentos de cauda. 290 
Valores de média com letras minúsculas diferentes na mesma linha indicam diferenças significativas (P <0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.291 
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Os resultados da quantificação da lipoperoxidação da membrana espermática 292 

(MDA) e da quantificação de GSH do sêmen descongelado de touros estão apresentados 293 

nas Figuras 1 e 2. A inclusão de eugenol no sêmen não induziu a alterações no padrão 294 

de absorbância de MDA, entre os tratamentos estudados, não havendo diferença 295 

significativas (p <0,05) entre as amostras. No entanto para a quantificação de GSH 296 

observou-se que os tratamentos Eugenol - 10µM e Eugenol - 50 µM não diferiram 297 

(p<0,05) entre si, alcançando valores maiores que o controle. 298 

 299 
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 304 

Figura 1 - Quantificação da lipoperoxidação da membrana espermática (MDA) em 305 

sêmen pós-criopreservado de touros, suplementados com diferentes concentrações (10 306 

µM e 50 µM) de eugenol. MDA: Malondialdeído. CN: Controle. EU10: Eugenol 10µM. 307 

EU50: Eugenol 50µM.  Os valores representam a média ± D.P.M. Não foram observadas 308 

diferenças entre os grupos utilizando Análise de Variância (ANOVA), seguido de Tukey 309 

como post hoc teste, p<0,05. 310 

 311 

 312 

 313 

 314 

 315 

 316 

 317 

 318 

 319 

 320 
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GSH eugenol 321 
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Figura 2 - Quantificação de GSH em sêmen pós-criopreservado de touros, suplementados 325 

com diferentes concentrações (10 µM e 50 µM) de eugenol. GSH: Glutationa reduzida. 326 

CN: controle. EU10: Eugenol 10µM. EU50: Eugenol 50µM. Os valores representam a 327 

média ± D.P.M. As diferenças entre os grupos foram determinadas por Análise de 328 

Variância (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste, p<0,05. 329 

 330 

 331 

Não houve diferença significativa (Fig. 3; p>0,05) na taxa de fertilização in vitro 332 

com espermatozoides criopreservados em meio de congelação suplementado com 333 

diferentes concentrações de eugenol (10 µM e 50 µM). 334 

 335 

 336 
 337 

Figura 3 – Taxa de fertilização in vitro, utilizando sêmen bovino criopreservado em 338 

TRIS-gema, suplementado com diferentes concentrações (10, 50 µM) de eugenol. Cont. 339 

– Controle; E10 – 10 µM de eugenol, E50 – 50 µM de eugenol.  340 
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4 | DISCUSSÃO 341 

 342 

A criopreservação de sêmen é uma técnica eficiente na conservação de material 343 

genético. Entretanto sempre induz, mesmo que em proporções variadas, danos na membrana 344 

plasmática dos espermatozoides, liberando fosfolipídios no meio circundante durante o 345 

choque térmico e tornando-se transiente por causa das transições de fase lipídica (Watson, 346 

1995). Danos à membrana pode interferir na motilidade espermática, que é uma das 347 

características mais importantes associadas à capacidade de fertilização dos 348 

espermatozoides, pois é essencial para o seu transporte através do trato reprodutivo 349 

feminino. Neste estudo, em relação à porcentagem de espermatozoides progressivos, 350 

observou-se que houve interação entre a qualidade espermática e o tempo, o qual reduziu os 351 

parâmetros de motilidade total, e vigor espermático ao longo do teste de termo-resistência. 352 

Consistentes com as observações de Barros et al. (2013), que verificaram uma redução 353 

progressiva nos valores de motilidade e vigor com o aumento do tempo de incubação, sendo 354 

possível, assim atribuir a este  decréscimo, um aumento no consumo de substâncias nutritivas 355 

nos primeiros períodos do teste, além das perdas de componentes intracelulares ou de lesões 356 

estruturais na cauda dos espermatozoides, como também alteração na disponibilidade de 357 

nucleotídeos cíclicos, envolvidos com a fosforilação oxidativa e com a motilidade 358 

espermática, diminuindo sua viabilidade durante as duas primeiras horas. Contrário aos 359 

estudos de Kiernan et al. (2013), neste experimento os tratamentos não interferiram sobre a 360 

motilidade, mantendo - se estatisticamente igual ao controle ao longo de três horas (Kiernan 361 

et al., 2013). 362 

Os resultados deste trabalho mostraram que o eugenol não foi eficiente em aumentar 363 

nenhum dos parâmetros cinéticos.  364 

Sabe-se que os parâmetros de VAP, VSL, VCL e ALH em alguns estudos têm sido 365 

correlacionados com a taxa de fertilização, de forma que esta correlação é positivamente 366 

maior quando a taxa de fertilização oocitária for ≥ 50% (Michos et al., 2013). A avaliação 367 

pelo CASA permite análises mais precisas na mensuração da capacidade de fertilização do 368 

sêmen criopreservado de touros (Ntemka et al., 2016). 369 

Observou-se neste estudo que o eugenol não melhorou o percentual de membrana 370 

plasmática, quando comparado ao controle, no entanto os grupos em estudo preservaram a 371 

integridade da MP ao longo do tempo, e as concentrações de 10 e 50µM de eugenol 372 

preservaram na progressão do tempo a integridade da MA. Gangwar et al. (2018), ao 373 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.12769#rda12769-bib-0023
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Ntemka%2C+A
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verificarem a ação da glutationa reduzida (GSH) ao diluidor de criopreservação espermática, 374 

observaram que esta aumentou a motilidade e o percentual de acrossomas intacto.  375 

As membranas plasmática e acrossomal apresentam grande importância para os 376 

processos de capacitação espermática e reação acrossomal, essenciais à fertilização, sendo a 377 

membrana plasmática responsável pela manutenção da homeostase celular (Campanholi et 378 

al., 2017). Nagy et al. (2004) estudaram a resistência  de espermatozoides  a incubação a 37 379 

◦C por um período de 4 h, e assim verificaram que  após este tempo os espermatozoides 380 

apresentaram alterações nas membranas plasmática e acrossomal, observando que a 381 

população de espermatozoides vivo com acrossoma intacto, e espermatozoides mortos com 382 

acrossoma intacto diminuiu ligeiramente, enquanto os espermatozoides mortos com 383 

acrossoma danificado aumentou, sendo ainda observado, um aumento da exocitose 384 

acrossomal. 385 

A produção de ROS induzida pelo processo de criopreservação, compromete a 386 

funcionalidade e a integridade das membranas espermáticas. No entanto a capacidade 387 

antioxidativa do sêmen desempenhada por substâncias endógenas é capaz de minimizar a 388 

ação estressante sobre os espermatozoides, contudo a relação entre a produção e eliminação 389 

de ROS determina a severidade do dano celular, e não apenas a presença ou ausência de 390 

antioxidantes no sêmen (Sariözkan et al., 2009; Campanholi et al., 2017). 391 

Devido à inabilidade dos espermatozoides em sintetizar componentes de membrana 392 

e baixa capacidade antioxidante, os espermatozoides tornam-se mais suscetíveis a danos por 393 

ROS (Jones e Mann, 1977). As fases de criopreservação, incluindo diluição, resfriamento, 394 

equilíbrio e congelamento, enfraquecem a atividade antioxidante seminal natural (Shahzad 395 

et al., 2016 ). Neste experimento, a quantificação da lipoperoxidação da membrana 396 

espermática, através do MDA não diferiu entre os diferentes tratamentos em estudo, 397 

correlacionando negativamente com a redução da motilidade total e vigor observado ao 398 

longo do tempo de incubação do sêmen descongelado, pela termo resistência a 37°C. 399 

Corroborando com o presente trabalho, Liu et al. (2014), estudando as ROS observou a 400 

atividade da SOD, CAT, GSH e MDA no sêmen criopreservado, sob a adição de 100 mM 401 

trealose e 50 mM taurina, verificando que não foram significativamente diferentes do 402 

controle. Da mesma forma, Bucak et al. ( 2007) demonstraram que o conteúdo de SOD, 403 

CAT e GSH em espermatozoides de carneiros não se alterou significativamente (p>0,05) 404 

entre espermatozoides congelados e descongelados, no controle ou sob a adição de 405 

antioxidante.  406 

mailto:supc@hotmail.com
mailto:supc@hotmail.com
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/and.12970#and12970-bib-0022
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/and.12970#and12970-bib-0042
https://link-springer-com.ez17.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s10695-014-9993-9#CR8
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A glutationa reduzida (GSH) , foi quantificada no presente estudo, e observou-se que 407 

os tratamentos de eugenol diferiram significativamente (p<0,05) em relação ao controle, 408 

aumentando a taxa de GSH no sêmen descongelado (Gangwar et al.,2018).  A glutationa está 409 

presente no plasma seminal e tem uma propriedade antioxidante potente, mas após a diluição 410 

do sêmen ela se dilui e a propriedade antioxidante seminal é reduzida. O mecanismo exato 411 

do GSH na regulação do potencial transmembrana mitocondrial é desconhecido até o 412 

momento, no entanto sabe-se que o GSH pode melhorar a qualidade do sêmen protegendo 413 

as pontes dissulfeto e assim, manter a estrutura nuclear do espermatozoide (Yeste et al., 414 

2012).  415 

O Eugenol apresenta efeitos antioxidante protetores da célula, e refletiu tal ação sobre 416 

o aumento na produção de GSH. O eugenol supostamente protege a célula dos danos 417 

oxidativo mediado por superóxido.  418 

A taxa de fertilização neste estudo não diferiu entre os tratamentos e o controle. 419 

Estudos recentes demonstraram que muitas proteínas presentes no plasma seminal bovino 420 

desempenham um papel importante nos processos de maturação, proteção, capacitação, 421 

reação acrossômica e fertilização espermática (Juyena e Stelleta, 2012). No entanto, os 422 

efeitos antioxidativos do eugenol não refletiram sobre a taxa de fertilização. 423 

5 | CONCLUSÃO 424 

A suplementação de Eugenol foi eficiente em reduzir o estresse oxidativo 425 

espermático, além de preservar a integridade da membrana acrossomal ao longo do tempo 426 

de incubação, no entanto não melhorou nenhum dos parâmetros cinéticos avaliados. 427 

 428 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

O estudo sobre os danos oxidativos que comprometem a funcionalidade e a 

integridade das células espermáticas ainda percorrerá longos caminhos, diversos são os 

mecanismos que precisam ser elucidados. É necessário um entendimento minucioso sobre 

o material genético celular e a atividade enzimática a cerca da manutenção e proteção das 

células.  

A busca por substâncias com atividade antioxidante por muitas vezes extrapola o 

entendimento sobre os princípios da criopreservação, da bioquímica e da fisiologia 

espermática. Os padrões de qualidade do sêmen pós-criopreservado de touros são 

diferentes, alterando-se entre invivíduos de uma mesma raça, como também entre 

indivíduos de raças diferentes. A cerca disto buscamos conhecimento que nos norteasse e 

nos proporcionasse um melhor direcionamento, o que de fato foi importante na obtenção 

destes resultados, no entanto muito ainda devemos entender e investigar sobre o assunto. 


