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RESUMO 
 

Para avaliar o efeito da estação do ano na qualidade espermática do sêmen eqüino e uso 
de antioxidantes na diluição antes e depois da congelação, foram realizados três 
experimentos. No Exp. 1, colheu-se amostras de sêmen de três garanhões da raça 
Mangalarga Marchador, na estação reprodutiva  (ER) e estação não reprodutiva (ENR),
as quais foram congeladas em máquina de congelação utilizando o diluidor comercial 
FR5 (Tris-gema com glicerol a 5%). Após descongelação a 37 oC por 30 segundos, as 
amostras foram avaliadas quanto a volume (Vo), concentração (Co), motilidades total 
(MT) e progressiva (MP), vigor (V), acrossoma (Aci) e DNA (DNAi) íntegros, na ER e 
ENR, assim como proteínas de membrana espermática do sêmen in natura. O Vo e a Co 
na ENR foram maiores do que na ER. A MT e MP no sêmen in natura colhidos na ER 
foram superiores (P<0,05) àqueles da ENR. No sêmen descongelado, não se constatou 
diferença significativa entre as estações do ano. Da mesma forma, o V do sêmen in 
natura foi superior (P<0,05) nas amostras colhidas na ER. Após a descongelação, não 
houve variação significativa e os valores foram inferiores àqueles evidenciados in 
natura. Não houve diferença significativa para Aci, apresentando porcentual médio no 
sêmen descongelado semelhante ao in natura, nas duas estações, assim como na 
avaliação do DNA. Foram encontrados 33 e 46 pontos protéicos no sêmen in natura na 
ER e ENR, respectivamente, referentes às proteínas de membrana espermática do pool
de sêmen de cada garanhão. A maioria das proteínas de 97 a 36 kDa estiveram presentes 
apenas na ENR. Observou-se também que os pontos protéicos de membrana dos três 
garanhões concentraram-se entre os pontos isoelétricos 4 e 6. No Exp. 2, analisou-se o 
efeito da ação de antioxidantes ao diluidor de congelação INRA82-HEPES, sendo
utilizados animais de raças distintas classificados como férteis e subférteis. Utilizou-se 
INRA82-HEPES sem antioxidantes (T1), acrescido de 120 mM de Trolox (T2) ou 2mM 
de Piruvato (T3). As amostras descongeladas foram avaliadas quanto a MP, integridade 
de membrana (Mi), Ai e DNAi, estabilidade membranar (EM) e potencial de membrana 
mitocondrial (∆Ψ) logo após a descongelação. Observou-se que os animais férteis 
apresentaram superioridade nas MT e MP em relação aos animais sub-férteis, 
independente da adição de antioxidante. Ao se comparar os parâmetros espermáticos 
dos garanhões, de acordo com a fertilidade e a adição de substâncias antioxidantes, 
constatou-se que a adição do Piruvato proporcionou resultados superiores (P<0,05) 
àqueles obtidos com Trolox na MT. No Exp. 3, avaliou-se o uso de antioxidantes após a 
congelação do sêmen dos mesmos garanhões do Exp. 1, usando a mesma técnica de 
congelação. Após descongelação, utilizaram-se os tratamentos: T1= 150 µL de sêmen + 
150 µL de Tris (Controle); T2= 150 µL de sêmen + 150 µL de Tris + 120 µM/mL de 
Trolox; T3= 150 µL de sêmen + 150 µL de Tris + 3,5 mM de Pentoxifilina e T4= 150 
µL de sêmen + 150 µL de Tris + 3,5 mM de Pentoxifilina + de 120 µM/mL Trolox, e as 
amostras foram analisadas aos 0, 60 e 120 minutos de incubação (37 ºC) quanto a MT, 
MP, Aci e DNAi. Em função do tempo de incubação das amostras verificaram-se 
diferenças (P<0,05) na MT e MP aos 120 minutos, porém na interação tratamento x 
tempo não foi constatada qualquer significância. Por conseguinte, julga-se que as 
proteínas entre 97 e 36 kDa podem ser possíveis indicadores de qualidade espermática; 
a adição de Piruvato melhora a motilidade total em garanhões férteis e subférteis; e a
adição de Trolox  ao diluente utilizado após a descongelação do sêmen equino preserva 
a MT e MP das células espermáticas submetidas à incubação a 37 oC durante 120 
minutos. 
Palavras-chave: Congelação, proteínas, estação do ano, antioxidantes, eqüino.  
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ABSTRACT 
 

To evaluate the effect of the season in the sperm quality of the equine semen and the use 
of antioxidant substances in the extender before and after thawed, three experiments 
was performed. In the Exp. 1, in natura semen of three Mangalarga Marchador 
stallions, in the breeding season (BS) and not breeding station (NBS), which had been 
frooze in machine using commercial extender FR5 (Tris-egg yolk with glicerol 5%). 
After thawed at 37 oC for 30 sec., the samples had been evaluated to volume (Vo), 
concentration (Co), total motility (TM) and progressive motility (MP), vigor (v), 
acrossomal (Aci) and DNA (DNAi) integrity, in BS and NBS, as well as proteins of 
sperm membrane of in natura semen. The Vo and the Co at NBS were higher than BS. 
TM and PM in the in natura semen in the BS were higher (P<0.05) than those at NBS. 
On the thawed semen, there was no difference at BS and NBS. In the same way, the V 
at in natura semen was higher (P<0.05) in the samples collect at BS. After thawing, 
there was no significant variation and the values were lower than to those at in natura
semen. The Aci analysis was similar on in natura semen at two stations. The sperm 
cells have intact DNA at in natura samples, on both seasons, with values similar on the 
thawed semen at BS and NBS. It was observed 33 spots on the in natura semen at BS 
and 46 spots at NBS referring to sperm membrane proteins on the semen pool of each 
stallion. The 36 to 97 kDa proteins were present only at BS. It was observed that the 
spots of membrane proteins of the three stallions were concentrated between 4 and 6 
iso-electric points. On the Exp. 2, it was analysed the effect of the antioxidants on the 
freezing INRA82-HEPES, on stallions of different breeds classified as fertile and sub-
fertile. It was used INRA82-HEPES without antioxidants (T1), supplemented with 120 
mM of Trolox (T2) or 2 mM of Piruvate (T3). The thawed samples were evaluated 
according to PM, membrane integrity (Mi), Aci and DNAi, membrane stability (MS) 
and mitochondrial membrane potential (∆Ψ). It was observed that the fertile animals 
had higher TM and PM in relation to the subfertile animals, independent of the 
antioxidant addition. To comparing the sperm parameters of the stallions, in accordance 
with fertility and antioxidant substance addition, it was observed that the piruvate 
addition provided results higher (P<0.05) than those of Trolox in TM. In the Exp. 3, it 
was observed the use of antioxidants after semen thawing on the same stallions and 
freezing technique of Exp. 1. After thawing, it was used the treatments: T1= 150 µL of
semen + 150 µL of Tris (Control); T2= 150 µL of semen + 150 µL of Tris + 120 
µM/mL of Trolox; T3= 150 µL of semen + 150 µL of Tris + 3,5 mM  of Pentoxyfiline; 
T4= 150 µL of semen + 150 µL of Tris + 3,5 mM of Pentoxyfiline + 120 µM/mL  of 
Trolox, and the samples were analyzed at 0, 60 and 120 minutes of incubation (37 ºC) 
according to TM, PM, Aci and DNAi. Significant differences (P<0.05) was seen due to 
the incubation time period on TM and PM at 120 min., however no difference was seen 
in the treatment x time incubation interaction. Based on the results we hypothethized
that proteins with molecular weights between 97 and 36 kDa can be possible fertility 
pointers of sperm quality; the piruvate addition improve TM of fertile and sub-fertile 
stallions and the Trolox addition at extender after thawing of the equine semen preserve 
the TM and PM of the sperm cells submitted to incubation (37 oC) during 120 minutes. 

 Keywords: Freezing, proteins, antioxidants, sperm viability, equine. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
O incremento da produção animal tem sido obtido através da aplicação de 

biotécnicas reprodutivas, como por exemplo, a criopreservação e o armazenamento do 

sêmen, de fundamental importância em virtude de possibilitar o maior aproveitamento 

de animais portadores de grande potencial zootécnico (PAPA et al., 2002). No entanto, 

outras metodologias são necessárias para avaliar o potencial de fertilidade das células 

espermáticas e predizer o sucesso da inseminação artificial. 

O garanhão é um reprodutor de dias longos, apresentando ciclo reprodutivo anual 

nas regiões temperadas onde as estações do ano são bem definidas e com clima 

previsível (CLAY e CLAY, 1992). Muitos estudos relacionam a estação do ano e os 

parâmetros seminais dos garanhões. Embora alguns autores não tenham evidenciado 

variação sazonal na motilidade progressiva de espermatozóides de eqüinos (PICKETT e 

VOSS, 1972; PICKETT et al., 1976, 1983; HENRY et al., 1999, 2000), Gastal et al. 

(1997) e Janett et al. (2003) relataram variação mensal deste parâmetro durante todo o 

ano. Corroborando com isso, Leme et al. (2003) notaram superioridade reprodutiva 

desta espécie no período primavera-verão em relação ao outono-inverno, ao avaliarem a 

concentração do hormônio luteinizante (LH) e a morfologia do epitélio seminífero de 

garanhões criados na região de Botucatu/São Paulo. 

O procedimento de criopreservação envolve exposição a baixas temperaturas, 

consideradas não fisiológicas, resultando em diminuição da fertilidade quando 

comparada ao sêmen fresco. Este prejuízo é decorrente da combinação de dois aspectos, 

redução do número de espermatozóides vivos ou danos na capacidade funcional dos 

espermatozóides sobreviventes (WATSON, 2000), uma vez que o espermatozóide pode 

ser móvel, mas estar danificado, impossibilitando a penetração e a fertilização do oócito 

(SALAMON e MAXWELL, 1995). 

 A composição da membrana espermática sofre influência direta do processo de 

criopreservação (WATSON, 1995), alterando o seu perfil protéico, o qual está 

relacionado à congelabilidade do sêmen de garanhões (FONSECA et al., 2002) 

O papel de espécies de oxigênio reativo (ROS) tem sido enfatizado na 

fisiopatologia da reprodução e, embora esteja envolvido no controle de algumas funções 

espermáticas, a sua produção excessiva é prejudicial em virtude de reduzir a motilidade 

espermática, a capacidade de fusão dos gametas e a fertilidade (GUERRA et al., 2004). 
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Assim, para evitar ou controlar os danos causados pelo excesso de ROS, tem sido 

utilizado diluidores de sêmen contendo antioxidantes não enzimáticos como, por 

exemplo, Trolox (GUERRA et al., 2005), piruvato (BILODEAU et al., 2002) e 

pentoxifilina (GOULART et al., 2004) ou enzimáticos, como superóxido dismutase, 

catalase ou glutationa peroxidase (OCHSENDORF et al., 1998; YEUNG et al., 1998).  

A vitamina E, antioxidante lipossolúvel animal, tem ação de proteção das células 

contra os radicais de oxigênio (SIKKA, 2004). Este antioxidante pode ser utilizado na 

forma de α-tocoferol e seus derivados (BOLLE et al., 2002) ou de seu análogo 

hidrossolúvel, o Trolox (PEÑA et al., 2003). 

O piruvato de sódio também tem sido utilizado como substância antioxidante do 

sêmen (UPRETI et al., 1998), cuja função principal é captar peróxido de hidrogênio e, 

conseqüentemente, proteger a célula de danos oxidativos (NATH et al., 1995). 

A adição de pentoxifilina nos meios de congelação tem sido uma boa estratégia já 

que esta molécula reúne características muito importantes: é um ativador da motilidade 

espermática (mediante a ativação da fosfodiesterase) e, ao mesmo tempo, inibe a 

geração de superóxido (GAVELLA et al., 1991; GAVELLA e LIPOVAC, 1992). 

Por conseguinte, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da estação do ano 

na qualidade do espermatozóide eqüino e o uso de antioxidantes na diluição antes e 

depois da congelação. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Estacionalidade reprodutiva 

 

A influência da estação do ano na qualidade espermática de garanhões tem sido 

caracterizada por vários autores (MAGISTRINI et al., 1987; JOHNSON, 1991; CLAY e 

CLAY, 1992; GERLACH e AURICH, 2000; BLOTTNER et al., 2001; LEME et al., 

2003; JANETT et al., 2003), onde evidenciam que a obtenção da capacidade 

reprodutiva máxima ocorre nos meses de primavera e verão em países com marcada 

diferença climática (CLAY e CLAY, 1992).  

Apesar da espécie equina não sofrer, de forma mais acentuada, a variação 

climática em região tropical, Leme et al. (2003) trabalhando com garanhões na região 

de São Paulo (Brasil), verificaram que esses animais apresentaram diminuição de 

volume testicular, libido, concentração do LH e aumento significativo da porcentagem 

de células de Sertoli no período outono-inverno, demonstrando superioridade das 

características reprodutivas nos meses de primavera-verão. 

A melatonina, hormônio sintetizado pela pineal, apresenta ligação direta com o 

fotoperíodo e a reprodução. A secreção diária deste hormônio no período noturno está 

associada ao decréscimo na liberação do hormônio liberador de gonadotrofinas (GnRH), 

com subseqüente regressão das gônadas em espécies reprodutoras de dias longos, como 

os cavalos (GERLACH e AURICH, 2000).  

Segundo Magistrini et al. (1987), comparando alguns parâmetros espermáticos de 

eqüinos nas várias estações do ano, maior concentração e motilidade espermática são 

observadas no período fora da estação reprodutiva. Estes autores relataram, ainda, que a 

motilidade dos espermatozóides descongelados durante este período foi 

significativamente maior sugerindo a influência da qualidade do plasma seminal na 

congelabilidade do sêmen durante o inverno.  

Kaya et al. (2001) encontraram taxas elevadas de viabilidade espermática e 

acrossoma intacto no sêmen descongelado de carneiros que receberam implante de 

melatonina durante a estação de monta em relação ao grupo não tratado, assim como 

aumento das taxas de acrossoma íntegro e redução da atividade da enzima Aspartato 

aminotransferase no sêmen congelado fora da estação de monta. Reiter et al. (1998) 
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relataram que a capacidade antioxidante total do soro sanguíneo do homem está 

intimamente relacionada à concentração de melatonina e que a redução desta 

concentração pode indicar aumento nos porcentuais de danos oxidativos. 

 

2.2 Criopreservação do sêmen 

 

Para o sucesso da criopreservação dos espermatozóides do garanhão utiliza-se 

diluidor apropriado, e as amostras são centrifugadas (FÜRST et al., 2003; PAPA et al, 

2003), envasadas na concentração adequada (100 x 106 espermatozóides/mL; PAPA et 

al., 2002), re-suspensas em diluidor contendo crioprotetores, refrigeradas e estocadas 

em nitrogênio líquido a –196 oC (SQUIRES et al., 1999). Além disso, considera-se a 

relação entre a quantidade de nitrogênio líquido e a distância entre as amostras de 

sêmen, uma vez que Papa et al. (2003) relataram que a distância de três a seis 

centímetros determinou maior motilidade e integridade espermática. Todos estes 

aspectos interferiram no resultado final da inseminação artificial, elevando a taxa de 

prenhez (75,0%) com sêmen congelado (PAPA et al., 2002) tanto utilizando palhetas de 

0,25 quanto de 0,5 mL (HOLT, 2000).  

Os agentes crioprotetores não penetrantes aumentam a osmolaridade do meio 

extracelular e são responsáveis pela passagem da água do interior da célula espermática 

para o meio extracelular, impedindo a formação de cristais de gelo durante a 

congelação. Estas substâncias são moléculas de alto peso molecular, como açúcares, 

lipoproteínas da gema de ovo, proteínas do leite e, em alguns casos, aminoácidos 

(AMANN e PICKETT, 1987).  

Lasley e Mayer (1994) mostraram que a gema de ovo possui um fator que auxilia 

o espermatozóide a suportar algumas condições adversas encontradas durante o período 

de armazenamento, principalmente relacionada a prevenção do choque térmico. O fator 

de resistência presente na gema de ovo, possivelmente em associação com outras 

propriedades físicas e químicas, não apenas protege os espermatozóides contra as 

variações drásticas de temperatura, mas também contra mudanças no pH e na pressão 

osmótica (BOGAR e MAYER, 1950). 

Os agentes crioprotetores penetrantes são substâncias ou fármacos que diminuem 

as lesões de origem química ou mecânica ocorridas durante a congelação (KAROW, 
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2001). Estas substâncias possuem estruturas que lhes permitem fazer ligações de 

hidrogênio com a molécula de água, diminuindo a formação de cristais de gelo, o 

aumento de tamanho desses cristais e a concentração de soluto nos meios extra e 

intracelulares (DALIMATA e GRAHAM, 1997). 

Muitos compostos têm sido testados para avaliação de sua eficácia como 

crioprotetores. Dessa forma, o glicerol, além de açúcares como rafinose e lactose, tem 

sido identificado como potente crioprotetor (SALAMON e LIGHTFOOT, 1969; 

WILMUT e POLGE, 1977). O glicerol foi o primeiro crioprotetor a ser utilizado em 

sêmen e tem sido amplamente utilizado, sendo que seu efeito crioprotetor está 

relacionado à sua capacidade de ligação com a molécula de água e à baixa dissociação 

com sais, diminuindo, portanto, a osmolaridade do meio de congelação. Essas 

propriedades são favorecidas por sua capacidade de atravessar facilmente a membrana 

celular, mantendo a osmolaridade interna e externa (POLGE et al., 1949). Kundu et al. 

(2000) formularam a hipótese de que o mecanismo de proteção desta molécula se deve à 

capacidade de ligação dos átomos de hidrogênio dos grupos hidroxila com os átomos de 

oxigênio dos grupos fosfato dos fosfolipídios da membrana do espermatozóide, 

promovendo, assim, a estabilização da membrana durante o processo de 

criopreservação. 

A congelação em aparelho automatizado foi inicialmente descrita por Almquist e 

Wiggins (1973) e posteriormente estudada em maiores detalhes por Landa e Almquist 

(1979), os quais não evidenciaram efeito negativo deste método de criopreservação ao 

avaliarem o porcentual de células com acrossomas íntegros e a motilidade pós-

descongelação, quando comparados com congelação em vapor de nitrogênio líquido.  

Alguns estudos têm sido realizados utilizando o diluente Kenney (KENNEY et al., 

1975), à temperatura ambiente, em virtude de ser eficaz na manutenção da motilidade e 

do vigor espermático durante duas horas para transporte de sêmen (SNOECK et al., 

2003). O poder positivo deste diluente pode ser explicado pelo fato de que o mesmo 

possui características adequadas à preservação da célula espermática durante o 

transporte e a centrifugação, apresentando balanço eletrolítico e combinação de 

nutrientes satisfatórios, o que determina melhor proteção contra a variação de 

temperatura (DELL’ÁQUA JÚNIOR e PAPA, 2001). 
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2.3 Estrutura da membrana espermática 

 

O processo de criopreservação exerce efeitos negativos sobre a membrana celular, 

particularmente vulnerável a este processo. Existem três membranas no espermatozóide: 

membrana plasmática, membrana acrossomal e membrana mitocondrial. Com exceção 

da última, as demais apresentam diferenças em domínios na estrutura e no 

comportamento (WATSON, 1995). 

O modelo estrutural básico da membrana espermática é igual ao modelo biológico 

clássico formado por duas camadas de fosfolipídios com proteínas integrais e 

glicoproteínas de superfície de ligação e glicolipídios organizados em um mosaico 

fluido (SINGER e NICHOLSON, 1972). Dependendo da região espermática, essa 

membrana apresenta-se compartimentalizada, exibindo propriedades físicas e químicas 

diferentes (SQUIRES et al., 1999). 

As membranas espermáticas apresentam-se em um estado de fluidez, sendo esta 

característica um pré-requisito para o desempenho de suas funções, pois permite a 

movimentação livre dos componentes através da membrana. Com a contínua redução de 

temperatura durante a congelação, ocorrem mudanças que produzem alterações físicas 

da membrana, passando do estado líquido a gel, onde as cadeias de ácidos graxos, que 

se encontravam aleatoriamente distribuídas, ordenam-se paralelamente produzindo uma 

estrutura rígida, tornando estas áreas fracas e susceptíveis a rupturas e permeáveis a íons 

(HAMMERSTED et al., 1990; WOLF et al., 1998). 

Quando submetida à temperatura abaixo do ponto de congelação, cristais de gelo 

são formados fora da célula, aumentando a pressão osmótica extracelular em virtude da 

concentração de solutos na água não congelada (WATSON, 2000). A exposição dessas 

células a soluções hiperosmóticas, antes da congelação, determina a saída de água 

intracelular e, conseqüentemente, a desidratação da célula seguida de influxo de íons 

(MAZUR, 1984). No entanto, a descongelação promove efeito inverso, onde se observa 

que a entrada de grande fluxo de água causa rompimento da membrana (MAZUR et al., 

1970).  
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2.3.1 Proteínas de membrana 

 

Dentro do lúmen epididimário, a P25b está associada a pequenas vesículas 

membranosas chamadas de epididimossomos (FRENETTE e SULLIVAN, 2001). 

Muitas proteínas diferentes estão associadas aos epididimossomos e algumas delas são 

seletivamente transferidas a domínios membranosos específicos de maturação 

espermática, dependendo do pH, da temperatura e da concentração de zinco 

(FRENETTE et al., 2002). Estas proteínas, especialmente aquelas envolvidas no 

reconhecimento da zona pelúcida, podem ser usadas para avaliar a eficiência do 

processo de maturação espermática que ocorre no epidídimo e como marcador da 

fertilidade masculina (SULLIVAN, 2004). 

A hialuronidase espermática tem sido implicada na sua capacidade de penetrar o 

cumulus oophorus, sendo fundamental na fertilidade de mamíferos. O extrato de 

membrana plasmática dos espermatozóides de garanhão apresentou três bandas 

protéicas com potente atividade hialuronidase, correspondendo a 54, 59 e 83 kDa. Este 

estudo sugeriu que proteínas específicas localizadas na membrana espermática da 

cabeça do gameta masculino desenvolvem essa atividade redistribuindo-se sobre a 

região acrossomal durante o processo de capacitação espermática (MEYERS e 

ROSENBERGER, 1999). 

Fonseca et al. (2002), comparando o perfil protéico de sêmen in natura e 

descongelado de três garanhões, relataram que proteínas de peso molecular de 66,90 

kDa, encontradas no sêmen congelado de um dos garanhões, apresentaram-se em maior 

concentração quando comparadas àquelas do mesmo ejaculado in natura. Na análise do 

perfil protéico do sêmen do outro garanhão não foi observado aumento significativo 

dessas proteínas. Neste animal, a concentração das proteínas de membrana encontradas 

em amostras de sêmen congelado foi inferior àquela constatada no sêmen in natura. Os 

autores relataram que talvez este diferente comportamento do perfil protéico esteja 

relacionado à melhor congelabilidade do sêmen do garanhão. 

Estudo com membrana de espermatozóides bovinos no sêmen fresco, diluído e 

pós-congelação, verificou que existe alteração expressiva na composição protéica da 

membrana dos espermatozóides frente aos diferentes estágios de processamento e 

manipulação do sêmen, condição necessária para a criopreservação (RONCOLETTA et 
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al., 1999). Esse autor evidenciou ainda que as proteínas de peso molecular 95, 58, 54, 

45 e 36 kDa apresentaram resultados de densitometria significativamente diferentes 

entre os grupos com variados graus de congelabilidade do sêmen, corroborando com a 

hipótese de que estas proteínas podem participar do metabolismo espermático durante a 

criopreservação.  

A eletroforese bidimensional consiste na separação de proteínas e polipeptídios 

com base em suas diferentes propriedades moleculares em duas dimensões: na primeira 

dimensão, a focalização isoelétrica (FIE) separa as proteínas de acordo com seus pontos 

isoelétricos (pI) em gradientes de pH imobilizados (IPGs); na segunda dimensão, 

realizada em gel de poliacrilamida, separa as proteínas de acordo com seus pesos 

moleculares (O´FARREL, 1975; GARRELS, 1979; BRAVO et al., 1984). Esta técnica 

tem sido utilizada e pode contribuir para análise precisa dos componentes de complexos 

protéicos purificados de membranas (KASHINO, 2003), já reportada na caracterização 

protéica de membrana espermática de homens (RAJEEV e REDDY, 2004) e touros 

(RONCOLETTA et al., 2006). 

 

2.4 Espécies de oxigênio reativo (ROS) 

 

Todas as células que vivem sob condições aeróbicas necessitam do oxigênio para 

dar suporte à vida, mas seus metabólitos (ROS) podem modificar as funções celulares, 

colocar em perigo a sobrevida celular, ou ambos (De LAMIRANDE e GAGNON, 

1995). 

O espermatozóide sofre capacitação para adquirir habilidade de fertilizar. As ROS, 

como o ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e o óxido nítrico, estão envolvidas 

nesse processo (O´FLAHERTY, 2006). A peroxidação lipídica resultante da baixa 

concentração de ROS promove ligação do espermatozóide à zona pelúcida e pode 

iniciar a liberação dos ácidos graxos não esterificados da membrana plasmática (De 

LAMIRANDE et al., 1997). Por isso, diz-se que as ROS possuem efeito deletério ou 

benéfico na função espermática, dependendo da natureza e da concentração de ROS 

envolvido no sêmen, assim como do momento e da localização de sua exposição.  

O balanço entre a produção de ROS e a capacidade antioxidante desempenha um 

papel crítico na fisiopatologia das doenças. Os espermatozóides de mamíferos são muito 



 

 

19 

 

susceptíveis ao dano induzido pelas ROS, o qual é mediado pela peroxidação lipídica. 

Em situação normal, o mecanismo antioxidante presente nos tecidos reprodutivos e em 

suas secreções é requerido para acabar com a ação das ROS e proteger contra danos 

oxidativos em células gonadais e espermatozóides maduros (SIKKA, 2001).  

As células espermáticas são particularmente susceptíveis ao dano induzido pelo 

excesso de ROS em virtude de sua membrana plasmática possuir quantidades elevadas 

de ácidos graxos polinsaturados (ALVAREZ e STOREY, 1995) e seu citoplasma 

apresentar concentrações reduzidas de enzimas captadoras de elétrons desemparelhados 

(De LAMIRANDE e GAGNON, 1995). A elevada concentração de ROS, como por 

exemplo na congelação/descongelação induz a peroxidação lipídica através da iniciação 

de uma reação em cadeia na membrana, seguida de propagação de danos através da 

célula (AITKEN e FISHER, 1994; SHARMA et al., 1996). 

Baumber et al. (2000) relataram que o peróxido de hidrogênio possui papel 

importante na mediação de danos ao espermatozóide equino, como consequência do 

aumento da produção de ROS, e que a motilidade espermática nesta espécie é indicador 

mais sensitivo de estresse oxidativo do que a avaliação da viabilidade, integridade do 

acrossoma, peroxidação lipídica e do potencial mitocondrial. Os resultados obtidos por 

estes autores sugerem, também, que a motilidade espermática pode ser afetada por um 

mecanismo de ação de ROS independente da peroxidação lipídica e da função 

dependente da membrana mitocondrial.  

 

2.5 Ação de substâncias antioxidantes na proteção espermática 

 

Em condições normais, os mecanismos antioxidativos celulares, presentes em 

quase todos os tecidos e suas secreções, são responsáveis por inibir a elevada produção 

de ROS, protegendo as células de danos oxidativos (JONES et al., 1979). No entanto, 

enzimas antioxidantes intracelulares não conferem proteção total à membrana 

plasmática que envolve o acrossoma e a cauda, forçando os espermatozóides a 

suplementarem essa limitada defesa intrínseca com a proteção conferida pelo plasma 

seminal (ALVAREZ e STOREY, 1989; ZINI et al., 1993; SALEH e AGARWAL, 

2002). 
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Os antioxidantes presentes no plasma seminal normalmente (vitaminas E e C, 

catalase, superoxido dismutase, taurina)  ajudam a proteger o espermatozóide dos danos 

oxidativos. Desta forma, os procedimentos de lavagem do sêmen podem remover esta 

capacidade protetora, (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). A aplicação de 

inibidores de ROS (superóxido dismutase, catalase e vitamina E) aumenta a motilidade 

e a função espermática, melhorando as técnicas de reprodução assistida (ZINI et al., 

1993). Os efeitos benéficos dos antioxidantes fornecem evidência indireta de que o 

estresse oxidativo ocorre durante o processo de criopreservação (CHATTERJEE e 

GAGNON, 2001). 

 

2.5.1 Vitamina E 

 

A vitamina E (α-tocoferol e seus derivados) é o maior antioxidante encontrado 

no plasma seminal, cuja função é interromper a cadeia de formação de ROS (BOLLE et 

al., 2002). Esta vitamina protege as células de radicais de oxigênio, in vivo e in vitro.  

Acredita-se que a vitamina E seja o inibidor primário de radicais livres encontrados em 

pequenas quantidades nas membranas celulares de mamíferos e no plasma seminal 

(SIKKA, 2004), protegendo as células de estresse oxidativo (KAGAN et al., 1992) e de 

danos da membrana e do DNA (SIKKA, 2004).  

A molécula da vitamina E é dividida em duas partes: um anel cromanol 

(hidrofílico) e uma cadeia de hidrocarboneto (hidrofóbica), que serve para ancorá-la na 

membrana lipídica. O grupo –OH presente no anel cromanol é o responsável por sua 

propriedade antioxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). O α-tocoferol é a 

forma mais abundante da vitamina E na natureza e a que possui maior atividade 

biológica (BRIGELIUS-FLOHÉ e TRABER, 1999). 

 Testando o efeito das vitaminas C e E (Trolox – análogo hidrossolúvel do α-

tocoferol), na viabilidade de espermatozóides ovinos, Guerra et al. (2005) evidenciaram 

que a adição desses antioxidantes (2400µM e 600µM, respectivamente) determinou 

maior porcentual de gametas com motilidade progressiva, reduzindo o efeito negativo 

da diluição, coloração com Hoechst 33342 e congelação. Todavia, Peña et al. (2003) 

relataram que tanto a motilidade quanto o potencial de membrana mitocondrial foi 
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melhorada pela presença do Trolox. A citotoxidade induzida pela irradiação UV foi 

reduzida significativamente pelo uso do Trolox, quando comparada ao α-tocoferol, e 

seu efeito protetor no promielócito leucêmico humano HL-60 pode ter como causa a 

inibição da oxidação da metionina (SATOH et al., 1997). 

Devido à sua estrutura cromanol que lhe confere atividade antioxidante e ao 

grupo carboxila que tem efeito hidrossolúvel moderado, o Trolox é distribuído em 

ambas as fases da bicamada de lipídios das biomembranas, tornando-se excelente 

protetor contra a lipoperoxidação (BARCLAY et al., 1995). 

 

2.5.2 Piruvato de Sódio 

 

O piruvato de sódio é um substrato energético efetivo que pode mover-se 

livremente dentro do citoplasma e da mitocôndria das células (BRUEMMER et al., 

2002). Tem sido relatado que, em concentrações elevadas, esta substância age como 

antioxidante em espermatozóides de carneiros (UPRETI et al., 1998). O primeiro 

pesquisador a reportar que o piruvato de sódio captura peróxido de hidrogênio, 

promovendo proteção contra dano oxidativo, foi Holleman (1904), evidenciando que o 

piruvato reage com o H2O2  produzindo o ácido carboxílico, água e dióxido de carbono 

(NATH et al., 1995). 

Bilodeau et al. (2002) investigando a propriedade antioxidante do piruvato ou sua 

habilidade de regenerar as concentrações de ATP, verificaram que, na ausência do 

H2O2, 1mM de piruvato após 6 horas de incubação preserva a motilidade espermática 

quando comparada ao grupo controle, e que na concentração de 5 mM, os níveis de 

ATP intracelular foram significativamente superiores, obtendo maiores porcentuais de 

células móveis submetidas a estresse oxidativo do que ao utilizarem 1mM desta 

substância.  

De acordo com Fabbrocine et al. (2000), o piruvato pode ser utilizado como 

substrato energético para ajudar os espermatozóides a superar o estresse decorrente do 

processos de congelação/descongelação, recomendando seu uso principalmente na 

descongelação. Enquanto Bruemmer et al. (2002) relataram que a adição do piruvato ao 

diluente para espermatozóide de garanhão mantido a 5 oC preservou mais a motilidade 

espermática do que ao utilizarem diluentes sem piruvato, e que a adição de 2 mM desta 
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substância foi mais eficaz do que 5 mM na manutenção da motilidade desses 

espermatozóides.  

 

2.5.3 Pentoxifilina  

 

A pentoxifilina é uma metilxantina derivada de um agente hemorrágico 

geralmente usada em tratamento de desordem vascular periférica, mas quando utilizada 

no sêmen, age como inibidor da fosfodiesterase, podendo aumentar as concentrações 

intracelulares do AMPc e preservar a motilidade (SHEN et al., 1991; STACHECKI et 

al., 1994), uma vez que a maioria das proteínaquinases dependentes de AMPc, em ratos, 

está localizada dentro do flagelo (MacLOAD et al., 1991). O AMPc interfere na indução 

da motilidade flagelar através da fosforilação protéica, liberando energia para dar início 

à atividade da dineína ATPase, responsável pela movimentação flagelar do 

espermatozóide (PERRAULT et al., 1992; VIJAYRAGHAVAV et al., 1996). Para 

aumentar a AMPc, a pentoxifilina atua inibindo a fosfodiesterase e ativando a 

adenilciclase, com efeitos diretos no controle flagelar do espermatozóide (MANETTA, 

1997; SABERWALL et al., 2002). 

Blanes et al. (2004), trabalhando com concentrações de 1, 5, 10 e 50 mM de 

pentoxifilina, relataram que o feito deletério da congelação sobre a motilidade 

espermática humana pode ser evitado, ao menos parcialmente, ao se adicionar 1mM de 

pentoxifilina ao meio de congelação. Este resultado, segundo os autores, é perfeitamente 

coerente com o mecanismo duplo de atuação da pentoxifilina: reduzir a produção de 

ânion superóxido em baixas concentrações, e estimular a ocorrência da motilidade 

hiperativada. Nassar et al. (1998) relatam também que a pentoxifilina adicionada ao 

sêmen aumentou significativamente a motilidade espermática e o porcentual de células 

com acrossoma reagido de homens férteis submetidos a condições capacitantes, e que 

esse efeito ocorreu apesar do decréscimo da concentração de Ca2+, ratificando que seu 

efeito estimulador da motilidade é decorrente do aumento da concentração de AMPc. 

Goulart et al. (2004), avaliando os efeitos da pentoxifilina (3,6 mM) sobre a 

viabilidade dos espermatozóides de equinos através do sistema computadorizado CASA 

após a refrigeração a 5 oC, verificaram que esta droga melhora significativamente as 

características do sêmen.  Enquanto Marques et al. (2002) observaram que a motilidade 
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progressiva do sêmen criopreservado de eqüino aumentou ao se utilizar pentoxifilina 

(3,5 mM), associada ou não com o ácido ascórbico após 0 ou 120 minutos de incubação 

in vitro,  pós-descongelação. 
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3.1 Influência da estação do ano nas proteínas de membrana 

plasmática relacionadas com alguns parâmetros do  

sêmen in natura de garanhões 

(Seasonal influence of plasmatic membrane proteins related with 

 some parameters of stallion in natura semen) 
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Resumo 

Objetivou-se avaliar a influência da estação do ano nas proteínas de membrana 
plasmática relacionadas com alguns parâmetros do sêmen in natura de garanhões e na 
qualidade do sêmen descongelado. Utilizou-se o diluidor Tris-gema de ovo com %5 de 
glicerol em máquina de congelação de sêmen, e para descongelação, duas palhetas de 
sêmen de cada reprodutor foram colocadas a 37 ºC, durante 30 segundos. Amostras de 
sêmen, pré e pós-congelação nas duas estações reprodutivas, foram analisadas quanto a 
motilidades total (MT) e progressiva (MP), vigor (V), integridade acrossomal (iAc) e 
DNA (iDNA), além de volume (Vo) e concentração (Co). Os pellets do sêmen in natura 
foram processados para retirada das proteínas de membrana e avaliados utilizando 
eletroforese bidimensional (2-D). O Vo e a Co no verão foram maiores do que no 
inverno. Os valores de MT e MP e V do sêmen in natura colhidos no verão foram 
superiores (P<0,05) àqueles observados no inverno. No sêmen descongelado, não se 
constatou diferença significativa entre as estações do ano em nenhum parâmetro 
avaliado, porém os valores encontrados foram inferiores àqueles evidenciados no sêmen 
in natura. A análise da iAc apresentou porcentual médio no sêmen descongelado 
semelhante ao sêmen in natura nas duas estações avaliadas assim como para a iDNA. 
Foram encontrados 33 pontos de proteína (Pp) no sêmen in natura no verão e 46 Pp no 
inverno, referentes às proteínas de membrana espermática do pool de sêmen de cada 
garanhão. Os Pp entre 97 e 36 kDa estiveram presentes apenas no inverno. Foi 
observado também que os Pp das proteínas de membrana dos três garanhões 
concentraram-se entre os pontos isoelétricos 4-6. Por conseguinte, supõe-se que as 
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proteínas com peso molecular entre 97 e 36 kDa podem indicar baixa qualidade 
espermática. 
Palavras-chave: Eqüino, estação do ano, proteínas, membrana plasmática.  

Abstract  

  It was objectified to evaluate the influence of the year season on the membrane 
proteins related with semen freezability of stallions. To freezing, it was used FR5 
extender in machine of semen congelation. For thawing, two straws of each male were 
placed at 37 ºC, during 30 seconds. Semen samples, before and after freezing in two 
breeding season, were evaluated according to total (TM) and progressive (PM) motility, 
vigor (V), acrosomal (Ai) and DNA (DNAi) integrity, besides volume (Vo) and 
concentration (Co). Sperm pellets were processed to bidimensional analyses of 
membrane proteins and evaluated using electrophoreses (2-D). Vo and Co at Summer 
were higher than at winter. The values of TM and PM in the in natura semen harvested 
at summer were higher (P<0.05) than those harvested at winter. In the thawed semen, 
there was no significant difference between seasons. In the same way, the Vi of in 
natura semen was higher (P<0.05) in the samples harvested at Summer. After thawing 
there was no significant variation between season at none parameters, however it was 
lower then in natura semen. The Ai analysis was similar to thawed and in natura semen 
on the two seasons as DNAi was. It was observed 33 spots on the in natura semen at 
winter and 46 spots at summer, referring to sperm membrane proteins on the semen 
pool of each stallions. The spots between 97 and 36 kDa were present only at winter. It 
was observed that the spots of membrane protein were at 4-6 isoeletric point. Because 
of that, it was suposed that proteins at 97 and 36 kDa ware indicated poor sperm quality.    
 

Keywords: Equine, season, protein, plasmatic membrane. 

 

1 Introdução 

 

Reprodutores estacionais são aqueles animais que possuem a capacidade 

reprodutiva máxima nos dias longos (verão) como, por exemplo, os cavalos (CLAY e 

CLAY, 1992). A atividade reprodutiva anual é regulada por um ritmo endógeno 

sincronizado com o ano geofísico através de estímulo ambiental (fotoperíodo). Estes 

estímulos são transmitidos pelo sistema neuroendócrino em sinais hormonais que 

regulam a atividade gonadal (ROBINSON e KARSCH, 1987; GORMAN e ZUCKER, 

1995). 

Apesar da espécie eqüina não sofrer, de forma mais acentuada, a variação 

climática em região tropical, Leme et al. (2003) trabalhando com garanhões no Brasil, 

verificaram que esses animais apresentaram alterações, demonstrando superioridade em 

algumas características reprodutivas nos meses de primavera-verão. 
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A membrana espermática desempenha papel crítico no reconhecimento 

espermatozóide-oócito, adesão e fertilização (O`RAND et al., 1979). A perda da 

integridade da membrana plasmática tem sido associada com infertilidade em homens, 

apesar dos parâmetros seminais apresentarem-se normais (WASSARMAN, 1990; 

BATOVA, et al., 1998). Prévios resultados demonstraram o potencial uso de 

marcadores protéicos como método de diferenciação de fertilidade em touros e 

qualidade de congelação de sêmen. A presença ou ausência de determinadas proteínas 

na membrana espermática pode alterar a fertilidade do sêmen de alguns desses animais 

(RONCOLETTA et al., 2006). 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influência da estação do ano nas 

proteínas de membrana plasmática relacionadas com algumas características do sêmen 

in natura de garanhões. 

 

2 Material e Métodos 

 

2.1 Material 

 

 FITC-PNA (Peanut aglutinina) foi obtido da Sigma (Saint Louis, MO, USA), 

enquanto Laranja de Acridina foi obtido da Molecular Probes Inc. (Eugene, OR, USA). 

Todos os reagentes e equipamentos para as duas dimensões de eletroforese foram 

adquiridos na Amersham Biociences (Califórnia, USA). 

 

2.2 Colheita de sêmen e avaliação da qualidade espermática 

 

Amostras de sêmen foram obtidas de três garanhões da raça Mangalarga 

Marchador, com idades variando entre quatro e oito anos, os quais permaneceram 

estabulados no Haras Aparthorse (Camaragibe-PE, latitude 08001´18´´ sul e longitude 

34058´52´´ oeste estando a uma altitude de 55 metros) durante todo o experimento 

(junho e julho de 2005 – inverno e janeiro de 2006 – verão), alimentados com ração 

comercial e feno de coast-cross. Os garanhões foram avaliados através de exame 

andrológico de acordo com o Manual de Exame Andrológico do Colégio Brasileiro de 
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Reprodução Animal (CBRA – 1998), sendo aprovados para congelação apenas os 

ejaculados com valores mínimos de 60,0% de motilidade total e 3,0 de vigor.  

As colheitas de sêmen foram realizadas a cada três dias, totalizando três 

ejaculados de cada reprodutor, através do uso da vagina artificial (modelo Botucatu), 

com auxílio de uma égua, estando em estro apenas no período de inverno. 

Imediatamente após a colheita, procedeu-se à filtragem das amostras de sêmen com 

gaze visando remover o gel e as partículas grandes de debris celulares. As amostras sem 

gel foram mantidas a 37 oC em banho-maria durante diluição e análise da qualidade 

espermática: (a) volume espermático com auxílio de proveta; (b) motilidade total e 

motilidade progressiva avaliadas de forma subjetiva sob microscópio óptico; e (c) 

concentração espermática analisada em Câmara de Neubauer. Uma alíquota de sêmen in 

natura foi centrifugada e o pellet foi armazenado a -200C para posterior análise de 

eletroforese bidimensional. 

Em seguida, outra alíquota de sêmen foi diluída [1:1, sêmen:diluidor (KENNEY et 

al., 1975)] e transportada, à temperatura ambiente, ao laboratório de Andrologia do 

Departamento de Medicina Veterinária da UFRPE para posterior congelação. 

 

2.2.1 Integridade de acrossoma 

 

Dez microlitros do sêmen in natura diluído em diluidor Kenney et al. (1975) e o 

mesmo volume da amostra descongelada foram utilizados para confecção de estiraços, 

os quais foram armazenados a 4 oC, protegidos da luz e analisados no prazo de duas 

semanas utilizando-se a técnica de coloração FITC-conjugada ao Peanut aglutinina 

(FITC-PNA, ROTH et al.1998). No momento da análise, as lâminas foram coradas com 

30 µL de solução de PNA (20 µL PNA + 480 µL PBS), sendo depositada no centro da 

lâmina e procedendo-se à homogeneização da amostra a fim de cobrir grande extensão 

da lâmina. Em seguida, as lâminas foram refrigeradas (4 ºC) durante 20 minutos, 

mergulhadas em 50mL de PBS e colocadas no isopor para secagem em temperatura 

ambiente. Após secagem, alíquotas de 5 µL da solução UCD (5 mg Azida sódica, 0,5 

mL PBS, 0,1 % w/v Fenilenediamina (Sigma P6001, USA), 4,5 mL Glicerol, pH 8,0) 

foram colocadas entre lâmina e lamínula e observadas em microscópio de fluorescência 

(Olympus, Germany), utilizando o filtro de fluoresceína (450-490 nm, espelho 
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dicromático de 510 nm), onde foram contados 200 espermatozóides/lâmina e 

classificados em: a) acrossomas intactos (AI), quando a região acrossomal apresentava 

fluorescência verde; b) acrossomas reagidos (AR), quando apresentavam-se 

fluorescência verde na região equatorial da cabeça espermática. 

 

2.2.2 Integridade de DNA  

 

Amostras de sêmen in natura ou descongeladas (10µL) foram armazenadas em 

990 µL de uma solução [0,877g de NaCl (0,15M); 0,1576g de TRIS-HCl (0,01M); 37,2 

mg de EDTA.Na2.2H2O (1mM); q.s.p. 100mL em pH de 7,4] a -196 oC para posterior 

avaliação da integridade de DNA espermático usando o corante Laranja de Acridina 

(EVENSON et al., 2002). Alíquotas (100 µL) das amostras foram descongeladas a 37 
oC e transferidas para tubos de microcentrífuga colocados em gelo, onde foram 

adicionados 200 µL da solução detergente [0,1 mL Triton X-100 (0,1% v/v); 0,877g de 

NaCl (0,15M); 8 mL 1N HCl (0,08N)], e incubados durante 30 segundos. Em seguida, 

foram adicionados 600 µL da solução de Laranja de Acridina – solução C [60 µL da 

solução B (1mg de Laranja de Acridina em 1 mL de água de miliQ) adicionado em 9940 

µL da solução A (37 mL 0,1M ácido cítrico; 63 mL 0,2 M fosfato de sódio; 0,877 g 

NaCl (0,15 M) e 37,2 mg EDTA (1mM) em pH 6,0]. Após homogeneização, 200 

células foram avaliadas em microscópio de fluorescência (Olympus, Germany), 

utilizando o filtro de fluoresceína (450-490 nm, espelho dicromático de 510 nm). As 

células coradas de verde fluorescente foram classificadas como portadoras de DNA 

íntegros, enquanto aquelas que emitiram fluorescência vermelha, laranja ou amarelada 

foram classificadas como portadoras de DNA danificado. 

 

2.3 Congelação, descongelação e análise de sêmen 

 

Antes do procedimento de congelação, as amostras de sêmen foram centrifugadas 

(600xg, durante 10 minutos) para retirada do plasma seminal e os pellets foram re-

suspensos em diluidor de congelação FR52, na concentração de 100x106 

espermatozóides/mL. A seguir, as amostras foram envasadas em palhetas de 0,25mL e 

                                                 
2 NUTRICELL, Brasil – Tris-gema de ovo com 5% de glicerol. 
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transferidas imediatamente para a máquina de congelação de sêmen (modelo Tetakon 

- TK 3000, Tecnologia em Congelação Ltda), onde foram submetidas ao processo de 

refrigeração do sêmen iniciando à temperatura ambiente até atingir 5 oC, a uma taxa de 

0,25 oC/min. A partir daí,  a parte central do porta-palhetas foi colocado em nitrogênio 

líquido e iniciado o processo de congelação, o qual foi realizado em duas fases: a 

primeira a uma curva negativa de 15 oC/min e a segunda a 10 oC/min até atingir – 120 
oC. Após o processo de congelação, as palhetas foram armazenadas em botijão 

criobiológico à temperatura de -196 °C até o momento da avaliação. 

Para descongelação, duas palhetas de sêmen de cada reprodutor e de cada dia de 

colheita foram colocadas a 37 ºC, durante 30 segundos, para posterior análise de 

motilidade total e progressiva, vigor, assim como integridade do acrossoma e do DNA. 

 

2.3.1 Extração das proteínas de membrana espermática 

 

Após a descongelação do sêmen, as amostras das três colheitas do sêmen de cada 

garanhão foi acondiciona em um tubo de microcentrífuga e 60 µL desse pool foi 

colocado em tubos de microcentrífuga acrescidos, até 2,0 mL, de solução Tris-Cloreto 

(TC) (48 mg Tris – 4mM; 22 mg CaCl – 2mM água bidestilada q.s.p., pH 7,4) e 

centrifugado a 300xg por 10 minutos, em centrífuga refrigerada à temperatura de 4 oC. 

Esta etapa foi repetida quatro vezes para melhor lavagem dos espermatozóides 

descongelados e remoção do diluidor. Após a lavagem do sêmen, adicionou-se 1,0 mL 

do tampão de extração de proteínas de membrana plasmática, composto de solução TC 

– Triton X 100, a 0,2% (20 mL de Tampão TC e 40 µL de Triton X 100, a 0,2%). O 

precipitado assim tratado foi agitado em vortex por cinco minutos, e centrifugado a 

9.300xg, durante 15 minutos. O sobrenadante obtido da centrifugação do precipitado 

constituiu o material utilizado para extração das proteínas do experimento. A este 

material foi adicionado 10% de Ácido tricloroacético (TCA), agitado em vórtex e 

centrifugado a 9.300xg, durante 15 minutos. O precipitado foi lavado com 500µL de 

acetona refrigerada, e centrifugado a 9.300xg, durante cinco minutos. Após este 

tratamento, procedeu-se a secagem à temperatura ambiente, obtendo-se, assim, o extrato 

de proteínas de membrana totais dos espermatozóides. O preparo das amostras para 

obtenção de proteínas ocorreu de acordo com o método de precipitação descrito por 
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Berkelman e Stensted (1998) e a concentração protéica determinada segundo Bradford 

(1976) (Comassie Brilhante Blue 250g, ácido ortofosfórico – MERK, USA). 

 

2.3.2 Poliacrilamida gel de eletroforese em duas dimensões (2-D) 

 

A focalização isoelétrica (FIO) foi realizada segundo Stenstedt et al. 2002 e o foco 

foi realizado em fitas “Immobiline Drystrips” de 7 cm com pH de 4-7. Antes da FIO, as 

fitas foram rehidratadas por 15 horas a 20 0C em uma solução tampão contendo Uréia 

9M, CHAPS {3-[(3cholamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanesulfonato},2%, DTT 

1%, IPG (pH 4-7) (Amersham Bioscience, Califórnia, USA), 2% e azul de bromofenol 

0,002% (Cleveland, OH, USA), contendo 60 µg de extrato protéico de membrana 

plasmática. Para máxima reprodutibilidade as focalizações foram conduzidas de acordo 

com os seguintes parâmetros: 1 Vh, 2.800 Vh, 5.700 Vh, e 200 V, 3500 V por 3 h e 30 

min (voltagem total aplicada ~ 8,5 kVh), utilizando o sistema de eletroforese 

MultiphorII(GEHealthcare). 

A segunda dimensão, em gel de poliacrilamida a 15% (2DE SDS-PAGE), foi 

conduzida em corrente constante de 15mA por gel, utilizando sistema vertical (BIO-

RAD). O padrão de peso molecular usado foi de 97 a 14 kDa (97 kDa – fosforilase; 66 

kDa – albumina bovina; 45 kDa – ovalbumina; 36 kDa – gliceraldeído desidrogenase; 

29 kDa – anidrase carbônica; 24 kDa – tripsinogênio; 20 kDa – inibidor de tripsina; 14 

kDa - α-lactalbumina. Os géis foram banhados por 20 minutos em 120 mM de nitrato 

de prata (2g/L) contendo 0,75% (v/v) de formaldeído. O desenvolvimento foi 

interrompido com a adição de 100 mL de 10% de ácido acético por 10 minutos; por 

lavagens sucessivas em água (três vezes), por 20 minutos. Os géis corados 

permaneceram em água destilada para posterior análise. 

 

2.3.3 Análise do gel 

 

Cada gel foi escaneado com Scanner da HP e avaliado pelo programa de análise: 

com o software Phoretrix (Non Linear USA Inc., Durham, USA). Após a identificação 

dos pontos de proteína, a área (mm2) e o volume (mm2 x intensidade dos pixels) de cada 

um foi obtido pelo peso molecular (MW) e o ponto isoelétrico (pI), e normalizado pelo 
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experimento  criado no software para analisar esses dados. O gel referente foi 

casualmente selecionado para o experimento e usado para comparar os pontos protéicos 

nos diferentes géis. 

 

2.3.4 Análise das imagens 

 

As análises dos géis 2-D foram realizadas através do programa Image Máster TM 

(2-D Platinum software da Amersham Biociences). 

 

2.4 Análise estatística 

 

As características espermáticas (motilidades total e progressiva, vigor, integridade 

acrossomal e integridade de DNA) de cada reprodutor foram avaliadas antes e após a 

congelação. Diferenças entre as médias foram testadas através da análise de variância 

(ANOVA). A significância estatística foi estabelecida em nível de 0,05 de 

probabilidade. 

 

3 Resultados 

 

3.1 Avaliação seminal 

 

Houve predominância do aspecto leitoso e da cor branca nos ejaculados. Todavia, 

foi observado aspecto aquoso em algumas amostras, especialmente naquelas colhidas na 

estação reprodutiva (verão). Com relação aos valores médios encontrados para o volume 

seminal dos reprodutores (Tabela 1), verificou-se que fora da estação reprodutiva 

(inverno) os valores foram de 56,89 + 13,86 mL, enquanto que no verão estes valores 

apresentaram-se reduzidos (40,33 ± 9,80 mL). A concentração espermática encontrada 

em amostras de sêmen no verão demonstrou ser estatisticamente (P<0,05) inferior 

(148,33 ± 75,00 x106sptz/mL) ao observado no inverno (Tabela 1). 

Durante as avaliações microscópicas do sêmen fora da estação reprodutiva e 

dentro dela, foram encontrados valores de motilidade total (MT) e progressiva (MP), 

respectivamente, 76,67 ± 5,59%; 66,67 ± 5,59 %; 83,89 ± 5,46%; 75,56 ± 6,35% para o 
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sêmen in natura (Tabela 1). Os valores de MT e MP dos espermatozóides no verão 

foram superiores (P<0,05) àqueles observados no inverno.  

Da mesma forma, o vigor espermático do sêmen in natura apresentou-se 

estatisticamente superior (P<0,05) nas amostras colhidas na estação reprodutiva (4,00 ± 

0,71), quando comparados àqueles colhidos na estação não reprodutiva (3,39 ± 0,42) 

(Tabela 1). No entanto, após a descongelação não houve variação significativa e os 

valores encontrados foram inferiores (2,33 ± 0,71 no verão e 2,22 ± 0,71 no inverno) 

àqueles evidenciados no sêmen in natura. 

No sêmen descongelado, não se constatou diferença significativa entre as estações 

do ano, sendo os valores de MT (49,44 ± 22,84% e 45,56 ± 26,63%) e MP (41,67 ± 

19,84%; 45,56 ± 26,63%), inverno e verão, respectivamente. 

A análise de integridade do acrossoma (Tabela 1) evidenciou porcentual médio no 

sêmen descongelado (93,56 ± 6,64% no verão e 92,00 ± 5,48% no inverno) semelhante 

ao sêmen in natura (98,44 ± 1,51% e 96,78 ± 2,63%, respectivamente) nas estações de 

avaliação. 

Nos estudos do DNA (Tabela 1) obteve-se 100,00% de células íntegras para os 

espermatozóides das amostras in natura, em ambas as estações, e valores semelhantes 

(99,33 ± 1,12% e 99,89 ± 0,33%) foram observados nos espermatozóides avaliados de 

amostras congeladas no verão e no inverno, respectivamente. 

 

3.2 Eletroforese 2-D 

 

Foram analisadas as proteínas de membrana espermática do pool das colheitas de 

sêmen de cada garanhão, onde puderam ser encontrados 33 pontos de proteínas do 

sêmen in natura no verão e 46 pontos de proteínas no inverno (Tabela 2). Dentre eles, 

18 pontos de proteínas as seguintes características, foram comuns entre as estações: um 

( pI=5), dois (pI entre 5 e 6), um (pI entre 6 e 7), dois (pI =7) entre 24 e 29 kDa; um de 

29 kDa (pI entre 4 e 5);  um (pI entre 4 e 5) entre 29-36 kDa; dois (pI entre 4 e 5), um 

(pI =5), três (pI entre 5 e 6) e dois (pI  entre 6 e 7) com 36 kDa; um (pI=6) entre 36 e 45 

kDa e um entre 45-66 kDa (pI  entre 6 e 7). 

As proteínas com peso molecular entre 20 e 24 kDa estiveram presentes apenas no 

verão, enquanto que no inverno foram encontrados pontos de proteína entre 36 e 97 kDa 
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(Tabela 2). Foi observado também que os pontos de proteína das membranas 

plasmáticas dos três garanhões concentraram-se entre os pontos isoelétricos quatro e 

seis (Figuras 1, 2 e 3). 

 

4 Discussão 

 

Com relação aos valores médios encontrados para o volume seminal dos 

reprodutores, verificou-se que no inverno apresentaram-se dentro dos padrões normais, 

tomando-se como base os valores fornecidos por HAFEZ (1995) e pelo Manual para 

Exame Andrológico do CBRA (1998), enquanto que no verão estes valores 

apresentaram-se reduzidos, ficando inferiores ao mínimo de 50 mL citado nas 

referências acima. Este fato pode ser explicado pelo inadequado estímulo sexual dos 

reprodutores devido ao fato da égua utilizada como manequim não estar em cio, 

resultando em menor volume do ejaculado. 

A concentração espermática encontrada em amostras de sêmen no verão 

demonstraram valor estatisticamente inferior ao observado no inverno e, 

predominantemente, abaixo de 150 milhões de espermatozóides/mL, mínimo 

determinado por HAFEZ (1995). Este fato explica o aspecto aquoso encontrado em 

amostras de sêmen colhidas no verão, e pode ter relação com o estímulo sexual 

inadequado por parte da fêmea utilizada como manequim, a qual não se encontrava em 

estro, fundamental para a maior excitação do garanhão (MIES FILHO, 1970), uma vez 

que segundo Jasko et al. (1990), menor concentração espermática foi observada fora do 

período reprodutivo (inverno). 

Os valores de MT e MIP do sêmen in natura no verão foram superiores àqueles 

observados no inverno, concordando com Leme et al. (2003) ao relatarem superioridade 

de algumas características reprodutivas nos meses de primavera-verão, discordando de 

Janett et al. (2003) que, mensurando a motilidade espermática dos garanhões criados nas 

montanhas francesas, evidenciaram valores significativamente menores no verão em 

relação às outras estações. Esses autores relataram que as diferenças estacionais na 

motilidade espermática podem ser influenciadas pelas condições ambientais, como 

temperatura, umidade, etc. Todavia, no sêmen descongelado não foi constatada 

diferença significativa entre as estações de estudo. Magistrini e Palmer (1987), 
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avaliando a influência da sazonalidade e do ejaculado na produção de sêmen eqüino 

para congelação, observaram que o inverno foi caracterizado por maior motilidade 

espermática no sêmen congelado/descongelado, mesmo quando a motilidade do sêmen 

in natura foi pequena, concentração elevada e volume reduzido, sugerindo a influência 

da qualidade do plasma seminal na congelabilidade do sêmen. Além disso, a estação do 

ano não interferiu nos animais considerados “maus congeladores” em “bons 

congeladores”. Talvez isso explique o fato de não ter havido diferença no sêmen 

descongelado, uma vez que em ambas as estações constatou-se boa qualidade 

espermática. 

A análise de integridade do acrossoma apresentou porcentual médio semelhante 

no sêmen descongelado quando comparado ao sêmen in natura nas estações do ano. 

Este fato evidencia boa qualidade espermática para o sêmen colhido no verão ou 

inverno, demonstrando que amostras de sêmen podem ser obtidas nas duas estações 

quando se deseja criopreservar amostras de sêmen para posterior inseminação artificial, 

em virtude de integridade de acrossoma ser de fundamental importância ao processo de 

fertilização (GONZALEZ, 2004; ALVES, 2005), pois, geralmente é susceptível a dano 

durante o procedimento de criopreservação dos espermatozóides (MELO, 2003; 

ORTEGA, 2003) fato não observado neste experimento. Embora Blottner et al. (2001) 

tenham observado proporção maior de espermatozóides descongelados com reação 

acrossomica espontânea durante o inverno, sugerindo maior grau de reatividade da 

membrana espermática. Esses autores relatam também que os fatores que influenciam a 

qualidade espermática são criopreservação, garanhão e estação do ano, em ordem 

decrescente de importância. 

Acredita-se que a maturação da cromatina espermática é completada no segmento 

distal do epidídimo, local de armazenamento espermático. Fora da estação reprodutiva 

(inverno), não têm sido relatadas diferenças na condensação da cromatina, com exceção 

da região da cauda do epidídimo (RODRIGUEZ e BUSTOS-OBREGÓN, 1994). Uma 

vez que os espermatozóides permanecem por um período de tempo muito longo nesse 

reservatório, a hipermaturação da cromatina tem sido descrita nos ejaculados obtidos 

fora do período de reprodução (verão) (PÉREZ-SAMPALLO, 1980). Porém, a 

integridade do DNA observada nos espermatozóides de amostras in natura, em ambas 

as estações, assim como em amostras descongeladas em ambas as estações, corrobora 
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com Blottner et al. (2001) e demonstra que os procedimentos de diluição e congelação 

das amostras de sêmen não danificaram de forma significativa o material genético 

destes gametas.  

A observação de proteínas de membrana espermática, neste experimento 

encontradas no inverno com peso molecular entre 97 e 36kDa, mesmo período em que 

foi observado decréscimo significativo dos valores de MT e MIP e queda numérica 

dos valores de iAc pode estar de acordo com Brandon et al. (1999) correlacionando 

proteínas de plasma seminal com fertilidade, relataram que a SP-2 (75 kDa, pI=6,0) 

pode estar estruturalmente relacionada com a proteína de vesícula membranosa (70 

kDa) encontrada por Davis (1978), a  qual inibe a capacidade fertilizante do 

espermatozóide do garanhão através da estabilização da membrana plasmática. Esses 

autores relatam ainda a possibilidade da SP-2 ser uma subunidade do fator de 

infertilidade presente no plasma seminal de eqüino. 

Anticorpos contra ubiquitina, proteína marcadora universal de proteínas a serem 

degradadas, demonstrou elevada reação cruzada com espermatozóides defeituosos em 

homens (SUTOVSKY et al., 2001a) e touros (SUTOVSKY et al., 2001b), também foi 

observado que o maior volume de superfície ubiquitinizada parece ocorrer no epidídimo 

(CHEN et al, 1998; BAARENDS et al., 1999). SUTOVSKY et al. (2003), testando 

possíveis implicações na ubiquitinação das proteínas espermáticas de garanhões, 

verificaram que existe controle da qualidade espermática no epidídimo desta espécie e 

que estudos preliminares sugerem que esse sistema pode estar envolvido no decréscimo 

espermático de garanhões sob influência sazonal. Esses autores relatam que progressivo 

aumento das concentrações de espermatozóides marcados pela ubiquitina foram 

observados durante o verão no hemisfério norte. Talvez isso explique o fato de ter sido 

encontrado maior número de pontos protéicos no inverno do que no verão, uma vez que 

o calor pode ter comprometido a termorregulação testicular já que os animais 

permaneceram estabulados durante todo o experimento, provocando a destruição de 

algumas proteínas no epidídimo, sem comprometer a qualidade espermática. 

Com exceção do vigor espermático, os resultados obtidos com as análises 

espermáticas, nas estações reprodutivas (verão) e fora desta (inverno), demonstraram 

manutenção da qualidade seminal após o processo de criopreservação. É possível 
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também que as proteínas com peso molecular entre 97 e 36 kDa podem indicar baixa 

qualidade espermática. 
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Tabela 1 - Parâmetros espermáticos de amostras seminais de reprodutores eqüinos da 
raça Mangalarga Marchador, colhidas nas estações reprodutivas (verão) e 
não reprodutivas (inverno), antes e após congelação 

 

Letras diferentes na mesma linha indicam P < 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  Estação Reprodutiva  Estação Não Reprodutiva 
Parâmetros Sêmen in 

natura 
Pós-

congelação 
Sêmen in 

natura 
Pós-

congelação 
Volume (mL) 40,33 ± 9,80b --------- 56,89 ± 13,86a --------- 
Concentração 
(106sptz/mL) 

148,33 ± 75,00b --------- 533,33 ± 
256,03a 

--------- 

MT (%) 83,89 ± 5,46a 45,56 ± 26,63 76,67 ± 5,59b 49,44 ± 22,84  
MIP (%) 75,56 ± 6,35a 45,56 ± 26,63 66,67 ± 5,59b 41,67 ± 19,84 

Vigor (1-5) 4,00 ± 0,71a 2,33 ± 0,71 3,39 ± 0,42b 2,22 ± 0,71 

Int.acros. (%) 98,44 ± 1,51 93,56 ± 6,64 96,78 ± 2,63 92,00 ± 5,48 
Int.DNA (%) 100,00 ± 0,00 99,33 ± 1,12 100,00 ± 0,00 99,89 ± 0,33 
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Tabela 2-Proteínas da membrana plasmática de amostras de sêmen in natura de 
reprodutores da raça Mangalarga Marchador, colhidas nas estações 
reprodutivas – verão e não reprodutivas – inverno. 

 

Sêmen in natura 
Peso  

Molecular 
Verão  

(33 pontos proteicos) 
Inverno 

(46 pontos proteicos) 
Verão x Inverno pI* 

20-24 kDa  
 

1 
2 
1 
1 

----- ----- 4 
4-5 
6-7 
7 

 
 

24 a 29 kDa 
 
 

1 
3 
1 
2 
1 
2 

----- 
----- 

2 
2 
1 
2 

------ 
------ 

1 
2 
1 
2 

4 
4-5 
5 

5-6 
6-7 
7 

 
29 kDa 

 

2 
------ 

1 
1 

1 
1 

------ 
------ 

1 
------ 
------ 
------ 

4-5 
5-6 
6-7 
7 

29 a 36 kDa 3 
----- 

1 
1 

1 
------ 

4-5 
5 

 
36 kDa 

 

2 
2 
3 

----- 
2 

2 
1 
4 
3 
2 

2 
1 
3 

----- 
2 

4-5 
5 

5-6 
6 

6-7 
 

36 a 45 kDa 
 

------ 
------ 
------ 

1 
------ 

1 
3 
2 
3 
1 

------ 
------ 
------ 

1 
------ 

4-5 
5 

5-6 
6 

6-7 
 

45 a 66 kDa 
 

----- 
------ 
------ 

1 
------ 

2 
----- 

2 
1 
1 

------ 
------ 
------ 

1 
------ 

4-5 
5-6 
6 

6-7 
7 

66 kDa ------ 3 ------- 4-5 
66 a 97 kDa  

------- 
1 
2 
1 

 
------- 

4-5 
5-6 
6-7 

*pI= ponto isoelétrico 

AcI 

AcR 

a b 
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Figura 2 - Gel de eletroforese bidimensional de proteínas de membrana 
plasmática de espermatozóides retiradas do pool de amostras 
do animal 1 da raça Mangalarga Marchador obtidas na 
estação reprodutiva (verde) e não reprodutiva (azul). 

 

 

Figura 3 - Gel de eletroforese bidimensional de proteínas de membrana 
plasmática de espermatozóides retiradas do pool de amostras 
do animal 2 da raça Mangalarga Marchador obtidas na estação 
reprodutiva (vermelho) e não reprodutiva (azul). 



 

 

44 

 

 

Figura 4 - Gel de eletroforese bidimensional de proteínas de membrana 
plasmática de espermatozóides retiradas do pool de amostras 
do animal 3 da raça Mangalarga Marchador obtidas na 
estação reprodutiva (azul) e não reprodutiva (verde). 
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3.2 Adição de piruvato e trolox ao diluidor utilizado para congelação 

de sêmen de reprodutores eqüinos colhido no período reprodutivo em 

região de clima mediterrâneo 

 

(Effect of Pyruvate and Trolox added to the extender used for freezing of stallion semen 

collected during the reproductive station in region of Mediterranean climate) 

 

K.M.G. Silvaa3, M.M.P. Guerraa, S.C. Gamboab, A.S. Rodriguesc,, J. Ramalho-Santosc 

 
a
Programa de Pós-graduação em Ciência Veterinária, Departamento de Medicina Veterinária, 

Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, PE, Brasil; 

 bLaboratório de Reprodução Animal, Departamento de Ciências Zootécnicas, Escola Superior Agrária, 

Instituto Politécnico de Coimbra, Bencanta,  3040-316 Coimbra, Portugal; 
cDepartamento de Zoologia, Centro de Neurociência e Biologia Celular de Coimbra, 

Universidade de Coimbra, 3004-517 Coimbra, Portugal 

 

Resumo 

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da adição de piruvato e trolox ao 
diluidor utilizado para congelação do sêmen de reprodutores eqüinos férteis e sub-
férteis colhido durante a primavera-verão em região de clima mediterrâneo. Para 
congelação, foi adicionado ao diluente INRA82-HEPES (20mM HEPES, 2,0% de gema 
de ovo e 5% de glicerol) antioxidantes com o intuito de proteger o sêmen de garanhões 
férteis e sub-férteis dos efeitos deletérios da criopreservação, seguindo os seguintes 
tratamentos: T1 (Controle)= INRA82-HEPES sem antioxidantes; T2= INRA82-HEPES 
+ 120 mM de trolox e T3= INRA82-HEPES + 2mM de piruvato. As amostras de sêmen 
descongeladas foram avaliadas quanto a motilidade total e progressiva, integridades de 
membrana, do acrossoma e do DNA, estabilidade membranar e potencial de membrana 
mitocondrial. Observou-se que o sêmen dos animais férteis apresentou superioridade 
nas motilidades total e progressiva em relação aos animais sub-férteis, independente da 
adição de antioxidante. Ao se comparar os parâmetros espermáticos dos garanhões de 
acordo com a fertilidade e a adição de substâncias antioxidantes, constatou-se que a 
adição de piruvato proporcionou resultados significativamente superiores (P<0,05) 
àqueles obtidos com trolox na motilidade espermática total. Por conseguinte, conclui-se 
que a adição de piruvato melhora a motilidade espermática em garanhões férteis e sub-
férteis submetidos à congelação na primavera/verão na região de clima mediterrâneo e 
que a associação dos dois antioxidantes pode potencializar a ação contra espécies de 
oxigênio reativo.  
 
                                                 
3 Autor para correspondência. Tel.: 55-81-34679886; E-mail: karenmascaro1@hotmail.com 
 (K.M.G. Silva) 



 

 

46 

 

Palavras Chave: Antioxidantes, congelação, viabilidade espermática, eqüino. 

Abstract 

The objective of this work was to evaluate the effect of pyruvate and trolox added 
to the extender used for freezing of fertile and sub-fertile stallion semen collected 
during the reproductive station in region of Mediterranean climate. For freezing, 
antioxidants were added to INRA 82-HEPES diluent (20 mM HEPES, 2.0% of egg yolk 
and 5 % of glycerol) to protect of the deleterious effect of fertile and sub-fertile stallion 
semen, according to the treatments: T1= INRA82-HEPES without antioxidants; T2= 
INRA82-HEPES + 120 mM de trolox and T3= INRA82-HEPES + 2mM of pyruvate. 
The thawed semen samples were evaluated according to the total and gradual motility, 
vitality, acrosomal and DNA integrity, membrane stability and mitochondrial membrane 
potential. It was observed that the fertile animals have superiority in the total and 
progressive motility in relation to the sub-fertile animals, independent of the addition of 
antioxidant substances. When comparing the spermatic parameters of the stallions 
according to fertility and antioxidant substance, it was observed that the addition of 
pyruvate provided resulted significant higher (P<0.05) to that obtained with trolox at 
total sperm motility. So, it can be concluded that the addition of pyruvate improve 
sperm motility on the fertile and sub-fertility stallion submitted to freezing on the 
beginning of reproductive station at Mediterranean climate and the association of two 
antioxidant may be potencialized the protection against reactive oxigen species. 
 
Keywords: Antioxidant, freezing, spermatic viability, equine. 
 

1 Introdução 

 

O garanhão é um reprodutor de dias longos, apresentando ciclo reprodutivo anual 

(CLAY e CLAY, 1992) nas regiões temperadas onde as estações do ano são bem 

definidas e com clima previsível, apresentando algumas características reprodutivas 

inferiores ao padrão normal durante os meses de inverno (LEME et al., 2003). Todavia, 

o inverno é o melhor período para conservação do sêmen eqüino (MAGISTRINI et al., 

1987), apesar de maior número de células apresentarem reação acrossômica espontânea, 

sugerindo maior grau de susceptibilidade a danos de membrana (BLOTTNER et al., 

2001). Além de diferenças na criopreservação do sêmen de garanhões relacionadas à 

estação reprodutiva, a viabilidade das células pós-descongelação pode variar com o 

garanhão (PADILLA e FOOTE, 1991), com o ejaculado (AMAN et al., 1987) e com a 

temperatura de armazenamento (SAMPER et al., 1991; JASKO et al., 1992).  

Os espermatozóides possuem a capacidade inerente de produzir espécies reativas de 

oxigênio (ROS) responsáveis por alterações espermáticas indispensáveis ao processo de 

fertilização. Entretanto, a produção excessiva desses oxidantes determina estresse 
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oxidativo que prejudica a sobrevivência e a manutenção da capacidade fertilizante 

desses gametas (GUERRA et al., 2004). Muitos procedimentos utilizados em 

laboratório, como centrifugação (TWIGG et al., 1998) e congelação (CEROLINI et al., 

2001; CHATTERJEE e GAGNON, 2001) aumentam a produção de ROS, assim como 

remoção do plasma seminal, considerado fonte de proteção anti-oxidante dos 

espermatozóides (CEROLINI et al., 2001). Em mamíferos, as membranas espermáticas 

são ricas em ácidos graxos polinsaturados, tornando-as susceptíveis a danos 

peroxidativos induzidos por radicais livres (De LAMIRANDE e GAGNON, 1995; 

SIKKA, 2004), determinando perda de suas funções (AGARWAL e SAID, 2003; 

CHRISTOVA et al., 2004) e da integridade do DNA (AGARWAL e SAID, 2003; 

BAUMBER et al., 2003; CHEN et al., 2003), além de depleção de ATP responsável 

pela fosforilação axonemal insuficiente e perda de motilidade espermática (De 

LAMIRANDE et al., 1997).  

Visando reduzir danos oxidativos causados pela elevada concentração de ROS, 

alguns pesquisadores têm adicionado substâncias antioxidantes em amostras de sêmen 

de várias espécies, inclusive eqüinos (MARQUES et al., 2002; ALMEIDA e BALL, 

2005). O piruvato sódico, ânion do ácido pirúvico, tem sido conhecido como captador 

de peróxido de hidrogênio nos sistemas celulares, promovendo proteção contra danos 

oxidativos (O´DONNELL-TORMEY et al., 1987; VARMA et al., 1990; 

SALAHUDEEN et al., 1991), através de sua ligação ao O2
- liberado da degradação 

peroxídica, considerado ainda como excelente substrato energético podendo se mover 

livremente no citoplasma e nas mitocôndrias da célula (UPRETI et al., 1997). A 

vitamina E (α-tocoferol e seus derivados) protege as células de radicais de oxigênio, in 

vivo e in vitro, e acredita-se ser o inibidor primário de radicais livres encontrados em 

pequenas quantidades nas membranas celulares e no plasma seminal de mamíferos 

(SIKKA, 2004). Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da adição de piruvato e 

trolox ao diluidor utilizado para congelação do sêmen de reprodutores equinos férteis e 

sub-férteis colhido no período de primavera-verão no hemisfério norte. 
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2 Material e Métodos 

 

2.1 Material 

 

 FITC conjugado ao PSA (Pisum sativum lecitina), trolox e solução salina de 

tyrode foram obtidos da Sigma (Saint Louis, MO, USA), enquanto piruvato, iodeto de 

Ppropídio associado ao SYBR-14, merocianina 540, fluorocromo catiônico 5,5´,6,6´-

tetracloro-1,1´,3,3´-tetraetilbenzimidazoli-iodedo carbocianine (JC-1) e laranja de 

acridina foram obtidos da Molecular Probes Inc. (Eugene, OR, USA). 

 

2.2 Colheita de sêmen e avaliação da qualidade espermática 

 

 O estudo foi realizado durante a estação reprodutiva (primavera-verão) no 

hemisfério norte, região de clima mediterrâneo, e amostras de sêmen foram obtidas de 

cinco garanhões de raças distintas que permaneceram estabulados na Escola Superior 

Agrária de Coimbra (Coimbra, Portugal). Estes garanhões foram submetidos, no início 

da época reprodutiva, a exame andrológico para avaliação da produção espermática e 

utilizados em um programa de inseminação artificial. Foram classificados com férteis 

(Puro Sangue Lusitano, Anglo-Árabe, Holstein) e sub-férteis (Sorraia e Garrana) de 

acordo com o exame andrológico e as taxas de prenhez (60,60% e 30,00% 

respectivamente) obtidas com sêmen fresco na época de reprodução do decorrente 

período. 

Amostras de sêmen foram colhidas a cada três dias, totalizando cinco ejaculados 

de cada reprodutor, utilizando vagina artificial (modelo INRA) com auxílio de um 

manequim (Modelo Hannover) e na presença de uma égua em cio. 

Após colheita, as amostras de sêmen foram filtradas com gaze para remoção do 

gel e partículas grandes de impurezas. As amostras sem gel foram mantidas a 35 oC em 

banho-maria durante diluição e análise da qualidade espermática: (a) motilidade total e 

motilidade progressiva foram avaliadas de forma subjetiva sob microscópio óptico com 

platina aquecida a 35 ºC, (b) concentração espermática foi calculada usando um 

fotocolorímetro a 546 nm previamente calibrado tendo por método de referência 

contagens em hemocitômetro (Colorimeter 254, Ciba-corning). 
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2.2.1 Integridade de membrana  

 

A porcentagem de células foi avaliada utilizando iodeto de propidio (IP) 

associado ao SYBR-14 (GARNER e JOHNSON, 1995). O SYBR-14 foi preparado em 

Dimetilsulfóxido (DMSO), a uma concentração de 1 mg/mL. A solução de trabalho do 

SYBR-14 diluído a 1:10 com DMSO foi usado para corar os espermatozóides testados. 

O IP foi dissolvido na solução salina de Tyrode a 2 mg/mL. Amostras de sêmen in 

natura e descongeladas foram diluídas a concentração final de 20 x 106 

espermatozóides/mL em meio Hank’s HEPPES4 (HH) e BSA (HH mais 1% de BSA) a 

35 oC com 0,27 µL da solução de trabalho do SYBR-14 e 2 µL da solução de trabalho 

do IP. As amostras foram incubadas por 5 minutos a 35 oC com SYBR-14 e depois 

adicionou-se IP, incubando por mais 5 minutos antes da avaliação. Quando excitado a 

488 nm, o SYBR-14 penetrou nas membranas íntegras fluorescendo-as de verde 

brilhante, enquanto o núcleo dos espermatozóides com membranas lesadas exibiu 

fluorescência vermelha (IP). Os espermatozóides foram monitorados em microscópio de 

fluorescência HUND H 600 AFL usando um filtro de fluoresceína (450-490 nm, 

espelho dicromático de 510 nm, filtro de supressão a 520 nm).  

 

2.2.2 Estabilidade das membranas  

 

A solução estoque foi preparada em DMSO e estocada a 4ºC. O sêmen foi 

diluído em 0,5 mL de meio à base de leite desnatado UHT na concentração final de 

25x106 espermatozóides/mL e incubado por 30 minutos em banho-maria a 35 ºC com 

Merocyanina-540 (2,7µM). Após este período, procedeu-se à análise das amostras em 

microscópio de fluorescência, anteriormente citado, com comprimento de onda entre 

510-520 nm. Para cada ejaculado, 200 espermatozóides foram contados e duas sub-

populações foram encontradas: espermatozóides com membranas instáveis 

apresentando fluorescência (merocianina-positiva) e espermatozóides com membrana 

estável não apresentando fluorescência (merocianina-negativa). 
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2.2.3 Potencial de membrana mitocondrial  

 

A avaliação do potencial de membrana mitocondrial foi realizada utilizando-se 

fluorocromo catiônico 5,5´,6,6´-tetracloro-1,1´,3,3´-tetraetilbenzimidazol-iodedo 

carbonine (JC-1), associado ao IP/SYBR-14 (HUO et al., 2002). Alíquotas de 2,04 µM 

de JC-1 diluídas em 100 µL de solução de HH/BSA foram adicionadas às amostras de 

sêmen in natura ou descongeladas, previamente coradas com SYBR-14 e IP. Essas 

amostras permaneceram incubadas a 35 oC durante 30 minutos e, a seguir, observadas 

em microscópio de fluorescência. Por microscopia foi possível distinguir duas sub-

populações de espermatozóides viáveis (SYBR14 positivo – núcleo com fluorescência 

verde) quanto ao potencial mitocondrial: espermatozóides com elevado potencial  

apresentando mitocôndrias com fluorescência vermelho-laranja e espermatozóides com 

baixo potencial apresentando mitocôndrias com fluorescência verde. 

 

2.2.4 Integridade do acrossoma  

 

Foi avaliada pelo conteúdo do marcado FITC-PSA (Pisum sativum aglutinina 

ligado ao isotiocianato fluorescinado) (CASEY et al., 1993). Uma solução estoque de 

FITC-PSA foi preparada pela diluição de 2mg de FITC-PSA em 2 mL de HH e foi 

armazenada em alíquotas a – 20 oC. Amostras de sêmen foram diluídas na concentração 

final de 20 x 106 espermatozóides/mL em meio HH/BSA a 35 oC, fixada durante 10 

minutos em 2% de paraformaldeído e lavada através de centrifugação a 600 x g durante 

30 minutos a 20 oC. As amostras formam permeabilizadas usando etanol a 95% em 

HHBSA (1%) durante 30 minutos a 4 oC e então lavadas com HH. As amostras foram 

então incubadas em FITC-PSA na concentração final de 1mg/mL durante 15 minutos a 

4 oC. Amostras de células espermáticas (µL) foram colocadas em lâminas de 

microscopia cobertas com lamínulas e 200 células/ejaculado foram visualizadas em 

microscópio de fluorescência. Dois tipos celulares foram identificados: acrossoma com 

fluorescência completamente verde (acrossoma intacto) ou apenas uma faixa 

fluorescente no segmento equatorial da cabeça espermática (acrossoma reagido).  
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2.2.5 Integridade do DNA  

 

Dez microlitros da amostra de sêmen in natura ou descongelada foram 

armazenadas em 990 µL de uma solução [0,877g de NaCl (0,15M); 0,1576g de 

TRIS.HCl (0,01M); 37,2 mg de EDTA.Na2.2H2O (1mM); q.s.p. 100mL em pH de 7,4] a 

-196 oC para posterior avaliação da integridade de DNA espermático usando o corante 

laranja de acridina (SAILER et al., 1995). Alíquotas (100 µL) das amostras foram 

descongeladas a 37 oC e transferidas para tubos de microcentrífuga colocados em gelo, 

onde foram adicionados 200 µL da solução ácido detergente [0,1 mL Triton X-100 

(0,1% v/v); 0,877g de NaCl (0,15M); 8 mL 1N HCl (0,08N)], e incubou-se durante 30 

segundos. Em seguida, foram adicionados 600 µL da solução de laranja de acridine – 

solução C [60 µL da solução B (1mg de laranja de acridina em 1 mL de água de miliQ) 

adicionado em 9940 µL da solução A (37 mL de ácido cítrico 0,1M; 63 mL de fosfato 

de sódio a 0,2 M; 0,877 g NaCl (0,15 M) e 37,2 mg EDTA (1mM) em pH 6,0]. Após 

homogeneização, 200 células foram avaliadas em microscópio de fluorescência. As 

células coradas de verde fluorescente foram classificadas como portadoras de DNA 

íntegros, enquanto aquelas que emitiram fluorescência vermelha, laranja ou amarelado 

foram classificadas como portadoras de DNA desnaturado. 

 

2.3 Congelação, descongelação e análise de sêmen 

  

Amostras de sêmen foram congeladas segundo a técnica de Palmer (1984) 

modificada por Vidament et al. (2001). Após a colheita e análise do sêmen, procedeu-se 

à diluição em meio INRA82 (25g de glucose anidra; 1,5g de lactose 1H2O; 1,5g de 

rafinose 5H2O; 0,25g de citrato de sódio 2H2O; 0,41g de citrato de potássio 1H2O; 

4,76g de HEPES e água deionizada q.s.p. 0,5L; 0,5L de leite desnatado UHT; 50mg de 

sulfato de gentamicina; 50.000 UI de penicilina; pH 6,8 e 310 mOsm/kg), na 

concentração final de 20x106 espermatozóides (para ejaculados com baixa concentração 

espermática) ou 50x106 espermatozóides (para ejaculados com elevada concentração 

espermática). Após 10 minutos de incubação a 22 oC, as amostras de sêmen foram 

centrifugadas a 600xg por 10 minutos. A seguir, os pellets foram ressuspensos (100x106 

espermatozóides/mL) em meio INRA82 com 5% de glicerol, e divididos em três 
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alíquotas de acordo com os tratamentos: T1= INRA82 sem antioxidantes (Controle); 

T2= INRA82 com 120 mM de trolox – tendo como referência resultados prévios 

obtidos com sêmen resfriado e T3= INRA82 com 2mM de piruvato, segundo Bruemmer 

et al. (2001) utilizando sêmen resfriado. Após 80 minutos sob refrigeração a 4 oC, as 

amostras foram envasadas em palhetas de 0,5 mL contendo 50x106 células e colocadas 

em vapor de nitrogênio líquido a uma distância de 4 cm durante 10 minutos. A seguir, 

as palhetas foram congeladas e armazenadas em Nitrogênio Líquido a -196 oC. Foi 

testada, previamente, a influência dos antioxidantes e das concentrações utilizadas no 

sêmen, na motilidade espermática, através do Teste de Termo-Resistência. 

Após descongelação (35 oC, 30 segundos), duas palhetas de cada reprodutor/dia 

foram colocadas em banho-maria (35 oC) e submetidas às avaliações de motilidade 

total, motilidade progressiva, vitalidade espermática, estabilidade das membranas, 

potencial de membrana mitocondrial, integridade acrossomal e integridade de DNA 

 

2.4 Análise estatística 

 

 A análise estatística foi realizada no programa SPSS versão 14.0 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA). Os dados foram analisados quanto à normalidade e homogeneidade 

de variâncias e avaliou-se a influência do tratamento antioxidante na qualidade do 

sêmen após descongelação independente do indivíduo ou da fertilidade (ANOVA). Por 

meio do teste T avaliaram-se as diferenças entre grupos de fertilidade para cada um dos 

parâmetros espermáticos estimados após descongelação e para cada tratamento. 

 

3 Resultados  

 

3.1 Motilidade total e progressiva 

 

A motilidade espermática total e progressiva das amostras de sêmen colhidas de 

reprodutores férteis (63,22% e 49,67%, respectivamente) foi estatisticamente superior 

(P<0,05) àquelas obtidas dos reprodutores sub-férteis (33,00% e 18,5%, 

respectivamente). Todavia, após a descongelação, estes parâmetros reduziram 

significativamente (P<0,05) nos ejaculados de todos os garanhões, sem evidenciarem 
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diferença estatística significativa entre as amostras dos reprodutores férteis (13,37% e 

8,31%, respectivamente) e sub-férteis (16,71% e 11,83%). Ao se avaliar a motilidade 

total, considerando os grupos de fertilidade e os tratamentos utilizados, pós-

descongelação (Fig. 1a), observou-se que os porcentuais das amostras colhidas tanto de 

reprodutores férteis quanto sub-férteis foram superiores (P<0,05) quando 

criopreservadas com INRA 82 acrescido de piruvato (18,92% e 19,00%, 

respectivamente) àqueles do grupo Controle (12,08% e 16,63%, respectivamente) ou 

suplementado com trolox (9,17% e 14,50%, respectivamente). Todavia, a motilidade 

progressiva observada nos diferentes tratamentos para o grupo dos animais férteis 

(T1=7,75%, T2=4,67% e T3=12,5%) não diferiu significativamente do observado para 

o grupo dos sub-férteis (T1=11,60%, T2=10,20% e T3=13,70%) (Fig. 2b). 

 

3.2 Integridade de membrana 

 

Através da análise da integridade da membrana espermática do sêmen 

imediatamente após a colheita, foram observdos porcentuais de 72,15% e 55,00% para 

os garanhões férteis e sub-férteis, respectivamente, evidenciando diferença 

estatisticamente significativa (P<0,05) entre os grupos de animais. Dentro de cada grupo 

de fertilidade não se observaram diferenças pós-descongelação entre os tratamentos 

utilizados para os férteis (T1= 27,65%, T2= 32,00% e T3=28,50%) e sub-férteis 

(T1=21,23%, T2=32,00% e T3=20,00%) (Figs. 2, 8A1 e 8A2). 

 

3.3 Estabilidade de membrana 

 

No sêmen in natura os valores encontrados foram 82,33% e 60,62% para férteis 

e sub-férteis respectivamente. Após descongelação, as amostras do grupo Controle 

evidenciaram médias de 57,35% e 57,32% de estabilidade de membrana para os animais 

férteis e sub-férteis, respectivamente. Todavia, ao se adicionar trolox nas amostras 

colhidas de garanhões férteis constatou-se que houve pequeno aumento não 

significativo (59,92%), enquanto nas amostras dos animais sub-férteis observou-se 

aumento pouco maior (61,30%) em relação ao Controle. Da mesma forma, ao se 

adicionar piruvato ao meio de congelação de amostras de sêmen de animais férteis 
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constatou-se discreto aumento no porcentual de células com estabilidade de membrana 

(58,42%) em relação ao Controle, enquanto nas amostras colhidas de reprodutores sub-

férteis o aumento foi numericamente elevado, mas não significativo (63,10%) em 

relação ao trolox (Fig. 2). 

 

3.4 Potencial mitocondrial 

 

O porcentual de células com elevado potencial mitocondrial em amostras de 

sêmen in natura foi de 66,67% e 46,50% nos ejaculados dos garanhões férteis e sub-

férteis, respectivamente, evidenciando diferença estatística significativa (P<0,05).  No 

entanto, estes valores reduziram significativamente (P<0,05) após a congelação, onde se 

observou 25,17% e 19,49%, respectivamente para os garanhões férteis e sub-férteis, 

evidenciando diferença estatisticamente significativa (P<0,05) em relação ao sêmen in 

natura. Todavia, não foi observada diferença estatística significativa entre os grupos 

Controle (24,55% e 16,88%, respectivamente) ou suplementados com trolox (24,00% e 

20,00%, respectivamente) ou piruvato (26,95% e 21,60%, respectivamente) para os 

animais férteis e sub-férteis (Figs. 3, 8C1 e C2).  

 

3.5 Integridade do acrossoma  

 

Ao classificar os espermatozóides de acordo com a integridade do acrossoma, 

observou-se no sêmen in natura valores de 82,61% e 77,88%, para os garanhões férteis 

e sub-férteis, respectivamente, sem evidenciar diferença estatística significativa entre 

eles. Após a descongelação, constatou-se diferença estatística significativa (P<0,05) 

entre os animais de acordo com a sua fertilidade, onde se observou maiores valores para 

os animais férteis (87,08%) quando comparados aos sub-férteis (75,37%). Todavia, não 

houve diferença estatística nos tratamentos entre os férteis (T1=88,78%, T2=88,33 e 

T3=84,13%) e sub-férteis (T1=74,38%, T2=75,50% e T3=76,23%) (Figs. 3b e 8B1).  
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3.6 Integridade de DNA 

   

A análise da integridade do DNA detectou 89,22% e 81,17% de células com 

DNA íntegros em amostras de sêmen in natura de animais férteis e sub-férteis, 

respectivamente, sem demonstrar diferença estatística significativa entre elas. Após a 

descongelação, observou-se diferença estatística significativa (P<0,05) ao se comparar o 

porcentual de células com DNA íntegros de acordo com a fertilidade dos reprodutores, 

com superioridade dos animais férteis (80,34%) em relação aos sub-férteis (68,12%). 

Entretanto, não houve diferença estatística entre os tratamentos para os grupos férteis 

(T1=82,83%, T2=78,58% e T3=79,62%) e sub-férteis (T1=62,05%, T2=72,10% e 

T3=70,20%) (Figs. 4 e 5). 

 

4 Discussão 

  

Vários parâmetros seminais (motilidade total e progressiva, integridade de 

membrana, estabilidade de membrana, potencial de membrana mitocondrial e 

integridade acrossomal) evidenciaram diferença estatística significativa entre amostras 

de sêmen colhidas de garanhões férteis e sub-férteis, ratificando a classificação destes 

animais quanto à sua taxa de fertilidade. Da mesma forma, constatou-se que, com 

exceção dos porcentuais de células com acrossoma e DNA íntegros, todos os 

parâmetros das amostras de sêmen colhidas durante a primavera/verão demonstraram 

redução acentuada após o procedimento de congelação, atingindo porcentuais abaixo 

daqueles obtidos após a congelação de sêmen eqüino indicados pelo Manual para 

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

Hoffman e Landeck (1999) relatam existência de diferenças na estrutura e na 

integridade funcional do acrossoma e da membrana plasmática decorrentes de alterações 

circanuais na composição do plasma seminal que interferem na superfície e na 

membrana espermática. Apesar da produção espermática e de testosterona apresentarem 

flutuações estacionais, interferindo de forma negativa na qualidade espermática de 

amostras de sêmen colhidas fora da estação de monta (JOHNSON, 1991), tem-se 

relatado que o período para congelação dessas células pode ocorrer durante os dias 

curtos onde se observou melhores resultados na concentração e motilidade espermática, 
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espermatozóides normais e menor quantidade de acrossomas defeituosos comparando-

se com o período de maior luminosidade (JANETT et al.2003). De fato, Magistrini et al. 

(1987) relataram que a melhor congelabilidade do sêmen foi obtida durante o inverno, 

sugerindo a influência positiva da qualidade do plasma seminal na congelabilidade do 

sêmen. Apesar da congelação ter sido realizada em um período onde alguns autores 

relatam não ser apropriada, esperava-se que a adição de substâncias antioxidantes como 

trolox (análogo hidrossolúvel da vitamina E) e piruvato melhorassem a qualidade de 

alguns parâmetros seminais de amostras congeladas, uma vez que estas substâncias 

atuam como antioxidantes não-enzimáticas (SILVA et al., 2006). Talvez outros fatores 

tenham interferido de forma negativa na qualidade seminal pós-congelação que não 

apenas a ação de ROS.  

Segundo Bruemmer et al. (2001), a adição de 2 mM de piruvato ao sêmen 

refrigerado de eqüino melhorou a motilidade espermática, aumentando a produção de 

embriões. Os resultados deste experimento corroboram com esses autores, uma vez que 

se constatou aumento no porcentual de células móveis após a adição de piruvato (2 

mM), independente dos animais serem férteis ou sub-férteis. Este resultado pode ser 

explicado pelo fato de que os espermatozóides necessitam de energia para superar o 

estresse do processo de congelação/descongelação (FABBROCINI et al., 2000), pois 

Sharma et al. (1996) verificaram que, após descongelação, apesar de alguns 

espermatozóides possuírem membranas intactas, estes se apresentavam imóveis devido 

à sua reduzida capacidade metabólica. Piruvato é responsável pela produção de ATP a 

partir da degradação glicolítica da glicose, todavia, ao contrário da motilidade total, a 

adição de piruvato não preservou os porcentuais de motilidade progressiva dos 

espermatozóides colhidos de eqüinos férteis e sub-férteis, conforme observado por 

Bruemmer et al. (2001), além de não ter sido capaz de preservar a membrana plasmática 

contra a ação do provável aumento da produção de oxidantes decorrentes da 

congelação/descongelação, reduzindo a concentração de proteína do choque térmico 

(CAO et al., 2003).  

De Lamirande e Gagnon (1992) observaram que a adição de piruvato (10 mM) em 

amostras refrigeradas de sêmen eqüino reduziu a motilidade espermática, resultado 

contrário encontrado neste experimento. No entanto, Upreti et al. (1997) relataram que o 

piruvato (5mM) age como antioxidante durante a congelação de sêmen ovino. As 
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diferenças de resultados podem ocorrer pelo fato de na congelação/descongelação 

observar-se maior decréscimo na fluidez da membrana plasmática do que após a 

refrigeração (CHATTERJEE e GAGNON, 2001), sendo requerida, nesta última, menor 

quantidade de antioxidante. 

Em virtude da vitamina E ser protetora primária das membranas e, provavelmente, 

não possuir ação direta no metabolismo espermático, esta vitamina e seus derivados têm 

sido adicionadas a diluidores de sêmen de várias espécies, apesar do efeito na 

motilidade espermática durante o período de congelação/descongelação ter variado de 

acordo com a espécie (ALMEIDA e BALL, 2005). Neste experimento, ao contrário do 

esperado, a adição de trolox não determinou efeito benéfico na motilidade total e 

progressiva de espermatozóides de garanhões férteis e sub-férteis após a descongelação.  

A vitalidade espermática, avaliada através da combinação de sondas fluorescentes 

IP/SYBR-14 em amostras de sêmen fresco e descongelado de várias espécies 

(GARNER e JOHNSON, 1995; BRINSKO et al., 2000) é indicativo do potencial 

fertilizante destas células. Neste experimento, como já era esperado, observou-se que 

amostras de sêmen colhidas de reprodutores férteis apresentaram maior porcentual de 

células viáveis, quando comparadas àquelas obtidas de garanhões sub-férteis. Acredita-

se que a fraca vitalidade dessas células pode ser porque no sêmen de animais sub-férteis 

a qualidade é baixa, independente da ação de ROS. Todavia, acreditava-se que a adição 

do análogo da vitamina E (trolox), preservasse a integridade da membrana espermática 

das células espermáticas desses garanhões.  

Maior desordem dos lipídios membranares foi observada para as amostras 

conservadas sem antioxidantes (Controle) e, apesar de não ter havido diferença 

estatística entre tratamentos e entre grupos de fertilidade, notou-se tendência de maior 

estabilidade membranar nas amostras conservadas com trolox, pois para os animais 

férteis verifica-se correlação entre a estabilidade membranar e a integridade do DNA 

(r=0,57; p<0,05), contrariamente às com piruvato, em que a correlação encontrada é 

negativa (r=-0,53; p<0,05) e contrariamente aos animais sub-férteis onde não se 

verificou qualquer correlação entre a estabilidade membranar e as outras variáveis 

analisadas. 

Alterações bioquimicamente definidas nas atividades da cadeia respiratória são 

geralmente associadas com desordens mitocondriais (LUFT e LANDAU, 1995). A ação 



 

 

58 

 

da ROS pode afetar adversamente a motilidade espermática através de alteração da 

função mitocondrial. Por isso, o potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) tem sido 

usado para mensurar a função mitocondrial (BAUMBER et al., 2000) através de sondas 

IP/SYBR-14 associado ao JC-1 (HUO et al., 2002; LOVE et al., 2003; KIRK et al., 

2005). Nesse experimento não foi detectada nenhuma diferença significativa entre os 

grupos Controle e aqueles suplementados com trolox ou piruvato, supondo-se que o tipo 

de antioxidante ou a sua concentração não foram adequados para minimizar o efeito do 

estresse oxidativo a que as células foram submetidas durante o processo de congelação. 

Todavia, observou-se superioridade dos garanhões férteis em relação aos sub-férteis, 

corroborando com os relatos de Baumber et al. (2000). 

Os porcentuais de células com acrossomas íntegros utilizando piruvato foram 

menores no grupo dos férteis e maiores no dos sub-férteis. Alguns autores relataram que 

homens inférteis com parâmetros seminais anormais possuem capacidade reduzida do 

equilíbrio entre a produção de oxidante total e a capacidade antioxidante do plasma 

seminal (LEWIS et al., 1995; RHEMREV et al., 2000). Christophe et al. (1998) 

relataram que pacientes sub-férteis apresentaram desequilíbrio entre o excesso de 

estresse oxidativo e a capacidade antioxidante em relação aos homens férteis, e que após 

a suplementação alimentar com substâncias antioxidantes esses pacientes apresentaram 

elevação na concentração espermática e redução na concentração de DNA oxidado. Da 

mesma forma, Comhaire e Mahmoud (2003) provaram que a suplementação com 

algumas substâncias como tocoferol, ácido fólico, astaxantina, carnitina e zinco 

aumentaram a qualidade espermática de homens sub-férteis. Talvez isso explique a 

melhora da integridade acrossomal ter sido maior nos animais sub-férteis desse 

experimento, parecendo que eles estão mais susceptíveis à ação de antioxidantes do que 

os férteis. 

Neste experimento, apesar de não se constatar diferença estatística significativa no 

grupo dos animais sub-férteis, observou-se maiores porcentuais de células com DNA 

íntegros nas amostras suplementadas com antioxidantes. Segundo Wang et al. (2003) 

existe correlação positiva entre o aumento do porcentual de dano espermático, indicado 

pelo aumento do estresse oxidativo, e apoptose mediada por caspase em pacientes com 

fator de infertilidade masculina. Assim, antioxidantes utilizados com o objetivo de 

reduzir ou inibir a produção de ROS podem determinar menos apoptose e, assim, 
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aumentar a qualidade espermática através da redução de danos ao DNA. O fato da 

melhora na integridade do DNA ter ocorrido apenas nos espermatozóides sub-férteis 

concorda com Donelly et al. (1999), ao relatarem que a adição de ascorbato ou α-

tocoferol na preparação do meio diluidor não apresentou efeito positivo quando os 

espermatozóides possuíam > 80% DNA íntegros, apesar desses antioxidantes 

promoverem decréscimo na produção de ROS. 

Segundo Baumber et al. (2000), a motilidade espermática eqüina pode ser afetada 

por um mecanismo de ação de ROS, independente da peroxidação lipídica e das funções 

dependentes da membrana mitocondrial. Talvez isso explique o fato de que a adição de 

piruvato tenha causado efeito positivo apenas na motilidade total dos espermatozóides, 

pois se trata de um substrato energético, sendo sua ação como antioxidante limitada por 

não ter causado melhora em outros parâmetros seminais testados. 

Quando ocorre desequilíbrio na concentração de ROS observa-se redução na 

capacidade fertilizante dos espermatozóides. Na literatura ainda não existe consenso 

quanto à dosagem e ao tipo de antioxidante ideal para cada espécie. Talvez pelo fato de 

utilizarem metodologias variadas, formas diferentes de avaliação espermática e 

diferenças na congelabilidade do sêmen quanto à raça e aos ejaculados dos animais. 

As diferenças estatísticas não significativas observadas nesse experimento podem 

estar relacionadas à observação dos parâmetros terem sido realizados logo após a 

descongelação, não dando tempo suficiente dos antioxidantes agirem na célula 

espermática descongelada. 

Por conseguinte, conclui-se que piruvato melhora a motilidade espermática em 

garanhões férteis e sub-férteis e que os antioxidantes piruvato e trolox utilizados na 

dosagem 2mM e 120 mM, respectivamente, não preservam os parâmetros seminais de 

eqüinos submetidos à congelação/descongelação durante a primavera/verão na região de 

clima mediterrâneo. Novas pesquisas utilizando esse protocolo no período de inverno 

são necessárias para uma melhor avaliação da ação desses antioxidantes na preservação, 

pós-criopreservação, da viabilidade espermática de garanhões. 
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Fig. 1. Porcentuais de células espermáticas com motilidade total (a) e progressiva (b) colhidas 

de reprodutores equinos férteis (■) e sub-férteis (□), após a congelação utilizando o 
diluente INRA 82 suplementados com Trolox ou Piruvato.  
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Fig 2. Porcentuais de células espermáticas com vitalidade (a) e estabilidade de membrana 

(b), colhidas de reprodutores equinos férteis (■) e sub-férteis (□), após a congelação 
utilizando o diluente INRA 82 suplementados com Trolox ou Piruvato. 
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Fig. 3. Porcentuais de células espermáticas com elevado potencial mitocondrial (a) e com 

acrossoma íntegro (b), colhidas de reprodutores equinos férteis (■) e sub-férteis (□), 
após a congelação utilizando o diluente INRA 82 suplementados com Trolox ou 
Piruvato. 
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Fig. 4. Porcentuais de células espermáticas 

DNA íntegros, colhidas de 
reprodutores eqüinos férteis (■) e sub-
férteis (□), após a congelação 
utilizando o diluente INRA 82 
suplementados com Trolox ou 
Piruvato. 
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Fig. 8. Espermatozóides com membrana espermática lesada (A1) e íntegra (A2) 

corados com IP + SYBR. B1 = Espermatozóides com acrossomas reagidos (AcR) e 

acrossomas intactos (AcI), corados com FITC-PSA. Espermatozóides com alto 

potencial mitocondrial (C1) e baixo potencial mitocondrial (C2), avaliados através 

de JC-1.  
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3.3 Efeito da adição de Trolox e Pentoxifilina na motilidade, 

integridade do acrossoma e do DNA de espermatozóides eqüinos  

após descongelação 

(Effect of Trolox and Pentoxifylline addition on motility, acrosomal and DNA integrity 

on equine sperm after thawing)  

 

K.M.G. Silvaa5, T.A.P. Moraesa, E.C.B. Silvaa, S. C. Gamboab, M.M.P. Guerraa 

 
aDepartamento de Medicina Veterinária, Universidade Federal Rural de Pernambuco,  
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Resumo 

Três garanhões foram utilizados para estudar o efeito da adição de Trolox e 
Pentoxifilina na motilidade, integridade do acrossoma e DNA de espermatozóides após 
descongelação. Para congelação utilizou-se diluente Tris-gema com glicerol a 5% em 
máquina de congelação de sêmen e descongeladas a 37 ºC durante 30 segundos sendo 
adicionado, em seguida, aos tratamentos: T1= 150 µL de sêmen + 150 µL de Tris 
(Controle); T2= 150 µL de sêmen + 150 µL de Tris + 120 µM/mL de Trolox; T3= 150 
µL de sêmen + 150 µL de Tris + 3,5 mM de Pentoxifilina e T4= 150 µL de sêmen + 
150 µL de Tris + 3,5 mM de Pentoxifilina + de 120 µM/mL Trolox. Foram analisadas 
nos momentos 0, 60 e 120 minutos de incubação em banho-maria (37 ºC). 
Imediatamente após a descongelação e diluição e após 60 minutos de incubação não se 
evidenciou diferença estatística (P>0,05). Após 120 minutos de incubação, verificou-se 
maior porcentual (P<0,05) de células com motilidade total e progressiva nas amostras 
diluídas com T2. A adição de Trolox ao diluente após a descongelação do sêmen eqüino 
preserva a motilidade total e progressiva das células espermáticas submetidas à 
incubação a 37 oC durante 120 minutos. 
 

Palavras-chave: Sêmen, antioxidante, congelação, eqüino.  

 

Abstract 

Three stallions race was used to study the effect of Trolox and Pentoxifylline 
addition in the motility, acrosome and DNA integrity of equine spermatozoa after 
freezing. Tris-egg-yolg with 5% glycerol diluent was used in semen freezing machine 

                                                 
5 Rua dos navegantes, 1907/701, Boa Viagem, Recife-PE, CEP: 51021-010. Tel.: 55-81-34679886; E-
mail: karenmascaro1@hotmail.com (K.M.G. Silva) 
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and thawing at 37 oC during 30 seconds and then, added with treatments: T1= 150 µL of 
semen + 150 µL Tris (Control); T2= 150 µL of semen + 150 µL Tris +150 mM/mL of 
Trolox; T3= 150 µL of semen + 150 µL Tris +3,5 mM of Pentoxifylline, T4= 150 µL of 
semen + 150 µL Tris +3,5 mM of Pentoxifylline + 150 mM of Trolox. The samples 
were analyzed at 0, 60 and 120 minutes of incubation in water-bath (37oC). Immediately 
after thawing and dilution, as well as after 60 minutes of incubation, there was no 
significant difference (P>0.05). However, after 120 minutes of incubation, it was 
observed higher percentage (P<0.05) of cells with total and progressive motility on the 
samples diluted with T2. It can be concluded that Trolox added to equine diluent after 
thawing preserve total and progressive motility of the sperm cells incubated at 37 oC 
during 120 minutes. 
 

Keywords: Semen, antioxidant, freezing, equine. 

 

Introdução 

 

Na maioria dos animais da espécie eqüina as características espermáticas pós-

congelação apresentam características inadequadas resultando em índices baixos de 

fertilidade, como conseqüência das crioinjúrias espermáticas ocorridas durante o 

processo de congelação/descongelação. Por isso, várias pesquisas têm sido realizadas 

com o intuito de melhorar a qualidade espermática e as taxas de prenhez nesta espécie. 

O papel de espécies de oxigênio reativo (ROS) tem sido enfatizado na 

fisiopatologia da reprodução e, apesar de estar envolvido no controle fisiológico de 

algumas funções espermáticas, como capacitação e reação do acrossoma, a sua 

produção excessiva é prejudicial em virtude de reduzir a motilidade espermática, a 

capacidade de fusão dos gametas e a fertilidade (GUERRA et al., 2004). Sabe-se que 

muitos procedimentos utilizados em laboratório podem interferir na produção de ROS 

espermáticos, tendo sido demonstrado aumento de sua concentração em amostras de 

sêmen dos animais domésticos submetidos à centrifugação (TWIGG et al., 1998) e 

congelação (WANG et al., 1997; BALL et al., 2001; CHATTERJEE e GAGNON, 

2001). 

Durante a congelação, a produção de ROS pode induzir mudanças na estrutura e 

na função espermática (BALL et al., 2001), além de alterar o sistema de defesa 

antioxidante (BILODEAU et al., 2000). Por isso, Gadea et al. (2005) visando aumentar 



 

 

70 

 

a viabilidade e a subseqüente capacidade fertilizante de espermatozóides de suínos, 

sugeriram a adição de antioxidante ao meio diluidor após a descongelação, em virtude 

de reduzir a produção de ROS e aumentar a habilidade de penetração no oócito.  

Os antioxidantes são inibidores de radicais livres que suprimem a formação de 

ROS e/ou suas ações. Estudos têm mostrado que a vitamina E (α-tocoferol) é capaz de 

interagir diretamente com radicais oxidantes (JONES et al., 1995) interrompendo a 

reação em cadeia da peroxidação lipídica em biomembranas e lipoproteínas (DIEBER-

ROTHENEDER et al., 1991), protegendo as células de estresse oxidativo (KAGAN et 

al., 1992) e de danos das membranas plasmática e acrossomal, bem como do DNA 

(SIKKA, 2004).  

A pentoxifilina está sendo utilizada nos casos de infertilidade causada por fator 

masculino na espécie humana, levando em consideração a sua capacidade de preservar a 

capacidade fertilizante dos espermatozóides (GOULART et al., 2004). Segundo Yovich 

(1993), este inibidor da fosfodiesterase auxilia na fertilização do ovócito durante os 

procedimentos de fertilização in vitro, promovendo aumento da motilidade destes 

gametas. No sêmen eqüino, a pentoxifilina aumentou a motilidade progressiva do sêmen 

descongelado após incubação nos momentos 0 e 120 minutos (MARQUES et al., 2002). 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da adição de Trolox e Pentoxifilina na 

motilidade, integridade do acrossoma e do DNA de espermatozóides eqüinos após 

descongelação. 

 

Material e Métodos 

 

Amostras de sêmen foram obtidas de três garanhões da raça Mangalarga 

Marchador, com idades variando entre quatro e oito anos, os quais permaneceram 

estabulados no Haras Aparthorse (Camaragibe-PE) durante o experimento (junho e 

julho), sendo alimentados com ração balanceada e feno. Os animais foram avaliados 

através de exame andrológico, sendo aprovados para congelação apenas os ejaculados 

com valores mínimos de 60,0% de motilidade total e 3,0 de vigor espermático.  

A cada três dias foram colhidas amostras de sêmen, totalizando três ejaculados de 

cada reprodutor, através do uso da vagina artificial (modelo Botucatu), com auxílio de 

uma égua em cio. Imediatamente após a colheita, procedeu-se à filtragem das amostras 
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de sêmen com gaze, visando remover o gel e as partículas grandes de debris celulares. 

As amostras sem gel foram colocadas em banho-maria a 35 oC durante os 

procedimentos de diluição e análise espermática: motilidade total e progressiva, e 

concentração espermática que foram avaliadas segundo o Manual para Exame 

Andrológico e Avaliação de Sêmen Animal do Colégio Brasileiro de Reprodução 

Animal (MEAASA-CBRA, 1998). 

Em seguida, o sêmen foi diluído [1:1, sêmen:diluidor (Kenney, 1975)] e 

transportado, à temperatura ambiente, ao laboratório de Andrologia do Departamento de 

Medicina Veterinária da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), 

localizado há 15 minutos do Haras Aparthorse, para posterior congelação. 

Foram preparadas as amostras de sêmen in natura para avaliação de: a) 

integridade de acrossoma, onde 10 µL do sêmen diluído 1:1 foi utilizado para confecção 

de estiraços, os quais foram armazenados a 4 oC, protegidos da luz e analisados no 

prazo de duas semanas utilizando-se a técnica de coloração FITC-conjugada ao Pisun 

sativun aglutinina6 (FITC-PNA; ROTH et al., 1998); b) integridade do DNA, onde 

alíquota de 10µL de sêmen foi diluída em 990 µL de solução de TNE (0,15M NaCl; 

0,01 M TRIS.HCl; 1mM EDTA.Na2.2H2O; q.s.p. 100mL, pH de 7,4), em tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL e incubados a - 20 oC, para posterior análise de acordo com a 

técnica de Laranja de Acridina7 (Evenson et al., 1999). 

Antes do procedimento de congelação, as amostras de sêmen foram centrifugadas 

(600xg, durante 10 minutos) para retirada do plasma seminal e os pellets foram re-

suspensos em diluidor de congelação FR58 (Tris-gema com 5% de glicerol), na 

concentração de 100x106 espermatozóides/mL. A seguir, as amostras foram envasadas 

em palhetas de 0,25mL e transferidas imediatamente para a máquina de congelação de 

sêmen (modelo Tetakon - TK 3000, Tecnologia em Congelação Ltda), onde foram 

submetidas ao processo de refrigeração do sêmen iniciando à temperatura ambiente até 

atingir 5 oC, a uma taxa de 0,25 oC/min. A partir daí,  foram realizadas duas curvas 

negativas, a primeira de -15 oC/min e a segunda a -10 oC/min até atingir – 120 oC. Após 

o processo de congelação, as palhetas foram armazenadas em botijão criobiológico à 

temperatura de -196 °C. 

                                                 
6 Sigma – Saint Louis, MO, USA 
7 Molecular Probes Inc., USA 
8 NUTRICELL, Brasil 
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Para descongelação, duas palhetas de sêmen de cada reprodutor foram colocadas a 

37 ºC, durante 30 segundos. Em seguida, as amostras foram diluídas em solução Tris 

(1:1;v:v) acrescida de Trolox e Pentoxifilina de acordo com os seguintes tratamentos: 

T1= 150 µL de sêmen + 150 µL de Tris (Controle); T2= 150 µL de sêmen + 150 µL de 

Tris + 120 µM/mL de Trolox9; T3= 150 µL de sêmen + 150 µL de Tris + 3,5 mM de 

Pentoxifilina10 e T4= 150 µL de sêmen + 150 µL de Tris + 3,5 mM de Pentoxifilina + 

de 120 µM/mL Trolox. As amostras foram analisadas quanto a motilidade (total e 

progressiva), vigor e integridade de acrossoma e DNA, nos momentos 0, 60 e 120 

minutos de incubação a 37 oC em banho-maria. A concentração utilizada para 

Pentoxifilina foi baseada segundo estudos de Marques et al. (2002) e a de Trolox, 

segundo estudos prévios em nosso laboratório utilizando sêmen resfriado eqüino. 

As características espermáticas (motilidades total e progressiva, vigor, integridade 

acrossomal e integridade de DNA) de cada reprodutor foram avaliadas antes e após a 

congelação, bem como após diluição e incubação de 60 e 120 minutos. Diferenças entre 

médias foram testadas através da análise de variância (ANOVA) considerando os 

fatores tratamento e tempo de incubação das amostras, e a interação entre os dois. 

Significância estatística foi estabelecida em nível de 0,05 de probabilidade. 

 

Resultados e Discussão 

 

Ao se avaliar a interação tratamento x tempo, não se constatou diferença 

significativa para nenhuma variável estudada. A análise das amostras de sêmen de 

eqüinos realizada imediatamente após a descongelação e diluição não evidenciou 

diferença estatística significativa (P>0,05) entre os tratamentos T1 (Tris), T2 (Tris + 

120 µM/mL Trolox), T3 (Tris + 3,5 mM Pentoxifilina) e T4 (Tris + 120 µM/mL Trolox 

+ 3,5 mM Pentoxifilina) para todos os parâmetros avaliados (motilidade total e 

progressiva, vigor, integridade de acrossoma e DNA) (Figs. 1 e 2). 

Da mesma forma, após 60 minutos de incubação a 37 oC, não se constatou 

diferença estatística significativa entre tratamento  T1, T2 , T3 e T4, para motilidade 

                                                 
9 Sigma, USA 
10 A Fórmula, Brasil 
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total, motilidade progressiva, vigor, porcentagem de células com acrossomas e DNA 

íntegros (Figs. 1 e 2). 

Depois de 120 minutos de incubação, verificou-se diferença estatística 

significativa (P<0,05) na motilidade total, sendo o grupo T2 (53,3%) superior  ao T1 

(35,0%) e ao T3 (31,7%) (Fig. 1), e na motilidade progressiva, sendo T2 (40,0%) 

superior a T1 (30,0%) e T3 (21,7%) (Fig. 1). Na variável vigor, houve aumento nos 

valores aos 120 minutos de incubação nos tratamentos T2 (3,3) e T4 (3,3). Resultado 

contrário no T3, com aumento aos 60 minutos de observação (3,3) e redução após 120 

minutos (2,0) (Fig. 2). 

Os resultados obtidos demonstraram que as médias de motilidade total e 

progressiva (Fig. 1) mantiveram-se superiores ao valor mínimo de 30% sugerido pelo 

MEAASA-CBRA (1998), exceto para a motilidade progressiva no T3 aos 120 minutos. 

Em geral, o T2 determinou melhores resultados para motilidade total e progressiva do 

sêmen tratado pós-descongelação e avaliado após 120 minutos de incubação, 

demonstrando ação do Trolox sob a melhoria da motilidade espermática de sêmen 

descongelado de eqüinos. A vitamina E não apenas capta radicais de oxigênio da 

membrana, mas intercepta os radicais peroxil lipídicos importantes na propagação da 

reação em cadeia da peroxidação lipídica (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). 

Assim, a vitamina E demonstrou ter capacidade de proteção contra ataque oxidativo 

tanto nos estudos in vivo (MICKLE et al., 1997) quanto in vitro (WU et al., 1990), 

sendo, portanto, recomendada a administração deste antioxidante ao sêmen no momento 

da inseminação visando preservar a sua motilidade por até duas horas no ambiente 

uterino. 

Segundo Marques et al. (2002), a adição de 3,5 mM de pentoxifilina (inibidor da 

fosfodiesterase), com ou sem ácido ascórbico, em diluidor TALP após congelação do 

sêmen eqüino criopreservado em diluidor à base de gema de ovo (20,0%) e Orvus-Es 

Past, agente emulsificante que aumenta a proteção dos fosfolipídios, preservou a 

motilidade progressiva e o vigor espermático nos momentos 0 ou após 120 minutos de 

incubação. Resultado contrário ao observado no presente experimento, onde tanto a 

motilidade total quanto a motilidade progressiva e o vigor foram menores aos 120 

minutos de incubação utilizando esse antioxidante. As diferenças de resultado podem 

estar relacionadas ao tipo de diluidor utilizado no experimento anteriormente citado, 
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pois ele contém substâncias que ajudam a manter a qualidade espermática após o 

processo de congelação/descongelação como o porcentual alto de gema de ovo e o 

Orvus-Es-Past. 

Observou-se redução significativa (P<0,01) nos porcentuais de células com 

acrossomas íntegros em decorrência do tempo de incubação, sendo mais acentuada após  

120 minutos no T3 (90,0%; 89,0%; 78,0%) e em menor intensidade no T4 (93,0%; 

87,5%; 87,0%), respectivamente, aos 0, 60 e 120 minutos de incubação (Fig. 2). 

A peroxidação lipídica é iniciada pelo radical hidroxil que reage com o ácido 

graxo poliinsaturado gerando radicais orgânicos livres que, em contrapartida, reage 

rapidamente com o oxigênio para formar o peróxido de hidrogênio. Esses peróxidos 

lipídicos que agem como radicais livres, iniciam uma reação em cadeia autocatalítica, 

resultando em danos à membrana celular (COTRAN et al., 1989). A peroxidação 

lipídica e subseqüente dano de membrana ocorrem principalmente durante o processo 

de descongelação (SINHA et al., 1996). O estudo da integridade acrossomal evidenciou 

porcentuais elevados de células íntegras no decorrer dos intervalos estudados, 

demonstrando que neste experimento todos os tratamentos proporcionaram ambiente 

adequado à integridade das membranas plasmática e acrossomal externa, evitando um 

significante dano celular e aumento nas células espermáticas vivas 

capacitadas/acrossoma reagido comumente observadas durante o processo de 

congelação (NEILD et al., 2003) e diferindo dos relatos de que o acrossoma comumente 

sofre alteração estrutural determinada por elevadas concentrações de ROS (Marques et 

al., 2002).  

No tratamento usando apenas Pentoxifilina (T3), após 120 minutos de incubação 

ocorreu redução acentuada dos valores em todos os parâmetros observados, mesmo sem 

diferença significativa (P>0,05), com exceção da análise do DNA que manteve 100,0% 

das células íntegras. 

Baixa qualidade da cromatina detectada em espermatozóides morfologicamente 

anormais pode representar um dos maiores fatores limitantes da habilidade fertilizante 

do espermatozóide, dando ênfase assim à importância da integridade do DNA como 

expressão do potencial de fertilidade (FRASE, 2004). Todavia, neste experimento, a 

análise de integridade de DNA espermático não evidenciou diferença entre os 

tratamentos e os tempos de incubação, apresentando 100,0% de células íntegras e 
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demonstrando que o processo de congelação não danificou o material genético 

encontrado no núcleo deste gameta. Por isso, não foi necessária a ação protetora das 

substâncias Trolox e Pentoxifilina adicionadas após a descongelação, corroborando com 

Donelly et al. (1999) ao relatarem que a utilização de amostras contendo 

espermatozóides com mais de 80% de integridade de DNA, a adição de antioxidantes 

como ascorbato ou α-tocoferol não determinou efeito positivo na melhora dessa 

qualidade espermática, apesar desses antioxidantes promoverem decréscimo na 

produção de ROS. 

Ao se observar os parâmetros espermáticos de acordo com o tempo de incubação, 

no tratamento contendo apenas Pentoxifilina (T3) constatou-se redução na média do 

valor de maneira mais acentuada do que nos demais tratamentos, inclusive no grupo 

controle. Entretanto, as amostras descongeladas e diluídas em Tris acrescido de Trolox 

apresentaram valores maiores aos 120 minutos de incubação, talvez pelo fato da 

vitamina E ser uma das mais importantes moléculas antioxidantes, residindo 

principalmente na membrana celular. Este análogo hidrossolúvel da vitamina E 

interrompe a reação em cadeia da peroxidação lipídica e capta as ROS geradas durante a 

redução univalente do oxigênio molecular e durante a atividade normal da enzima 

oxidativa (EHRENKRANZ, 1980; PALAMANDA e KEHRER, 1993). 

A associação de Trolox e Pentoxifilina (T4) conferiu melhores valores aos 120 

minutos de incubação quando comparadas à adição de Pentoxifilina (T3) nas variáveis 

motilidades total e progressiva, vigor e integridade do acrossoma, e apenas 

numericamente superior aos resultados encontrados com o uso do Trolox (T2) aos 120 

minutos de incubação para as variáveis, integridade do acrossoma e do DNA. Talvez a 

associação dos dois antioxidantes tenha potencializado a proteção das células 

expermáticas contra a ação de ROS uma vez que a Pentoxifilina pode ter propiciado 

importante redução nos radicais livres de oxigênio, que são deletérios para a atividade 

celular em experimento com sêmen resfriado de eqüino (GOULART et al., 2004). 

Com isso pode-se concluir que a adição de 120 µM/mL de Trolox ao diluente 

utilizado após a descongelação do sêmen equino preserva a motilidade total e 

progressiva das células espermáticas submetidas à incubação a 37 oC durante 120 

minutos. A associação de 120 µM/mL de Trolox e 3,5 mM de Pentoxifilina incubadas a 

37 oC durante 120 minutos pode potencializar a ação antioxidante em amostras de 
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sêmen criopreservadas. O uso de antioxidantes pode ser utilizado após a descongelação, 

entretanto maiores estudos são necessários para suportar as duas últimas hipóteses. 
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Figura 1 – Motilidade total (I), progressiva (II) e vigor (III) de espermatozóides eqüinos após  descongelação e diluição em Tris (T1), acrescido de Trolox (T2), Pentoxifilina 

(T3) ou Trolox + Pentoxifilina (T4) após 0, 60 e 120 minutos de incubação a 37 oC. Letras distintas entre tratamentos P<0,05. 

79 

I II III 

a a a 
a 

b 
b 

b 

b 

% % 



 

 

69 

 

70

75

80

85

90

95

T1 T2 T3 T4

0 60´ 120´

97,5

98

98,5

99

99,5

100

100,5

T1 T2 T3 T4

0 60´ 120´
 

Figura 2 – Porcentual de espermatozóides eqüinos com acrossomas (I) e DNA (II) íntegros após descongelação e diluição em Tris (T1), acrescido de Trolox (T2), 
Pentoxifilina (T3) ou Trolox + Pentoxifilina (T4) após 0, 60 e 120 minutos de incubação a 37 oC. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 Neste trabalho, foram estudadas as proteínas da membrana plasmática do sêmen 

in natura, em duas estações do ano, de reprodutores eqüinos criados na zona da Mata do 

Estado de Pernambuco – Brasil, onde se identificou proteínas com peso molecular entre 

36 e 97 kDa na estação não reprodutiva (inverno), as quais poderão ser responsáveis 

pela baixa qualidade do sêmen eqüino. Todavia, considerando o número de animais 

utilizados, mais estudos devem ser realizados visando ampliar o conhecimento destas 

proteínas e, assim, possibilitar a seleção de reprodutores que apresentem melhor 

capacidade reprodutiva. 

Foi também testada a utilização de 120µM/mL de Trolox e 2mM de Piruvato 

adicionado ao meio diluidor antes da congelação no período reprodutivo 

(primavera/verão) no hemisfério norte (Coimbra/Portugal), onde a utilização do 

Piruvato melhorou significativamente a motilidade espermática dos garanhões férteis e 

subférteis, porém, nenhum dos dois antioxidantes preservou os parâmetros seminais dos 

eqüinos submetidos à congelação/descongelação. 

O terceiro experimento foi realizado para estudar a ação de 120µM/mL de 

Trolox e 3,5mM de Pentoxifilina adicionado ao sêmen descongelado colhido no período 

não reprodutivo (inverno) de animais criados na zona da Mata do Estado de 

Pernambuco – Brasil. A adição de Trolox ao diluente utilizado após a descongelação do 

sêmen preservou mais a motilidade total e progressiva das células espermáticas em 

relação ao outro antioxidante. 

A utilização de antioxidantes parece agir de forma mais atuante quando 

administrada após a descongelação do sêmen e depois de um determinado tempo de 

ação. Verificou-se também que os animais com baixa qualidade seminal são os que 

apresentaram melhor resposta à ação dos antioxidantes. Outras pesquisas serão 

necessárias para que se possa conhecer melhor a ação dos antioxidante sob essas 

condições estudadas. 
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