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RESUMO 
 

 
GURGEL, J. R. C. Efeito do plasma seminal sobre a susceptibilidade dos 
espermatozóides equinos às diferentes espécies reativas de oxigênio. [Effect of 
the seminal plasma on stallion sperm susceptibility to distinct reactive oxygen 
species]. 2014. 72 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

 

 

A capacidade de preservar a viabilidade do sêmen pelo emprego das biotecnologias, 

como refrigeração e criopreservação, oferece muitas vantagens a equideocultura. O 

estresse oxidativo é um dos principais entraves para estas biotecnicas e advêm do 

ataque de distintas espécies reativas de oxigênio (EROs). Assim, o objetivo do 

presente estudo foi verificar o impacto das diferentes EROs sobre os 

espermatozoides com e sem plasma seminal. Foram colhidos ejaculados de 13 

garanhões Mangalarga Marchador de fertilidade conhecida. Os ejaculados foram 

divididos em duas frações (A e B). As frações foram centrifugadas (2200g/10min) e o 

pellet com os espermatozoides foi ressuspendido em solução salina fisiológica ou 

plasma seminal de modo que as duas frações apresentassem a mesma 

concentração final (sptz/mL). Ambas as frações (A e B) tiveram 4 alíquotas de 400µL 

retiradas e submetidas a 3 sistemas distintos de produção de EROs (xantina + 

xantina oxidase que produz anion superóxido; peróxido de hidrogênio; ferro + 

vitamina C que produz radical hidroxil) e malondialdeído. Após a incubação, as 

amostras A e B foram avaliadas de acordo com os testes funcionais (coloração de 

eosina-nigrosina para membranas, fast-green/rosa bengala para acrossomos, 

coloração 3-3’diaminobenzidina para atividade mitocondrial e SCSA™ para 

susceptibilidade a denaturação de cromatina) e avaliação do índice de peroxidação 

lipídica (TBARs).Todas as análises estatísticas foram realizadas pelo programa SAS 

System for Windows. A susceptibilidade do espermatozoide equino ao estresse 

oxidativo é variável de acordo com a espécie reativa de oxigênio empregada na 

incubação; as espécies mais deletérias no presente experimento foram a 

malondialdeído e principalmente o radical hidroxil o que já era esperado. Houve um 

efeito benéfico quanto a manutenção das funções celulares e status oxidativo em 

amostras cujo plasma seminal foi preservado. A proteção atribuída ao plasma 



 

seminal influenciou parâmetros como atividade mitocondrial, susceptibilidade a 

denaturação acida da cromatina e índice de peroxidação lipídica. O plasma seminal 

exerceu mais pronunciada proteção aos eventos desencadeados pela 

malondialdeído. 

 

Palavras-chave: Sêmen. Equino. Antioxidantes. Espécies reativas de oxigênio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



      
 

ABSTRACT 

GURGEL, J. R. C. Effect of the seminal plasma on stallion sperm susceptibility 
to distinct reactive oxygen species. [Efeito do plasma seminal sobre a 
susceptibilidade dos espermatozóides equinos às diferentes espécies reativas de 
oxigênio]. 2014. 72 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

 

 

Biotechnologies such as chilling and cryopreservation of equine semen have been 

largely used in horse breeding due to its importance on storage and propagation of 

genetic material. The oxidative stress is one of the main causes of poor results 

related to the fertility of processed stallion sperm. Oxidative injuries are mainly due to 

the attack of different reactive oxygen species (ROS). Thus, the aim of the present 

study was to evaluate the impact of distinct ROS attack on equine spermatozoa with 

and without seminal plasma. The collection of one ejaculate of thirteen Mangalarga 

fertile stallions were performed. Ejaculates were divided in two aliquots (A and B). 

These aliquots were centrifuged (600G /10 min) and pellets were resuspended in 

saline solution (0,9%) or seminal plasma certifying that each sample had the same 

concentration (sptz/mL). Both aliquots (A and B) were divided in four samples of 400 

µL each and incubated with four ROS generating systems (superoxide anion; 

hydrogen peroxide; hydroxil radical and malondialdehyde). After the 30 incubation, all 

the samples were evaluated for membrane integrity (eosin-nigrosin stain), acrosome 

integrity (simple stain of fast-green/ Bengal rose), 3-3´diaminbenzidine for 

mitochondrial activity and SCSA™ for the chromatin suceptibility to the acid 

denaturation. Lipid peroxidation was accessed by TBARs assay. Statistical analysis 

was performed using SAS System for Windows. The susceptibility of equine sperm to 

the oxidative stress is different in each ROS generation system; but the most 

deleterious ROS were hydroxyl radical and malondialdehyde. A positive effect of 

seminal plasma on the sperm viability was observed which may be linked to its 

protective role.  The protection occurred in mitochondria, chromatin and against lipid 

peroxidation. Higher beneficial effect of seminal plasma was observed in samples 

treated with malondialdehyde. 

Keywords: Semen. Equine. Antioxidant. Reactive oxygen species. 
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 1 INTRODUÇÃO   

 

Segundo dados da Confederação da Agricultura e Pecuária do Brasil (CNA), o 

país tem o terceiro maior rebanho de equinos do mundo, com plantel estabilizado 

em 5,9 milhões, além de 3 milhões de cabeças de muares e asininos. Esses animais 

são utilizados no trabalho rural, lazer, turismo, esportes e outras práticas como 

equoterapia. A equinocultura brasileira movimenta R$ 7,5 bilhões por ano e gera 640 

mil empregos diretos (LIMA et al., 2006). Visando um maior aproveitamento e 

intensificação do ritmo do melhoramento genético e a eficiência reprodutiva em 

equinos, houve a necessidade da utilização de biotecnologias reprodutivas com o 

objetivo de suprir a demanda existente em relação a cavalos com alto potencial 

genético nos sistemas de produção equina (MACHADO, 2002). 

 Embora um progresso considerável tenha ocorrido ao longo dos últimos anos 

em relação ao armazenamento do sêmen de equinos ainda existe uma diferença 

individual para o sucesso na preservação dessa amostra (BALL, 2008). A 

capacidade de preservar a viabilidade do sêmen pela refrigeração oferece muitas 

vantagens aos criadores de cavalos, como a possibilidade de coletar e processar o 

material num local e transportá-lo a diferentes localidades para inseminação de 

éguas. Com isso, é eliminado o custo e o estresse associado ao envio de éguas até 

o garanhão, além da redução da transmissão de doenças que poderiam afetar a 

égua recém chegada  (GOMES; GOMES, 2009). 

Se por um lado esse tipo de armazenamento celular possibilita ampliar a 

utilização seminal, por outro lado, a refrigeração reduz a viabilidade celular e a 

capacidade de fertilização, por isso, a melhoria na tecnologia de armazenamento do 

sêmen requer um conhecimento profundo da fisiologia do espermatozoide e dos 

processos bioquímicos que ocorrem durante a coleta e armazenamento seminal 

(KANKOFER et al., 2005). Algumas técnicas de reprodução assistida podem ser 

utilizadas com essa finalidade, como a criopreservação, que envolvem a remoção 

quase total do plasma seminal e, no entanto retira a proteção antioxidante dos 

espermatozoides aumentando sua susceptibilidade ao estresse oxidativo 

(BAUMBER et al., 2000). 
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 O maior paradoxo da respiração aeróbia é que o oxigênio apesar de essencial 

para a produção de energia pode ser prejudicial desencadeando a produção das 

espécies reativas de oxigênio (EROs) (AGARWAL; SAID, 2005). Quando as EROS 

excedem o limite fisiológico causam danos estruturais significantes às membranas e, 

principalmente, ao material genético dos espermatozoides (NEILD et al., 2005). A 

identificação de quais EROs são mais prejudiciais ao sêmen equino é de 

fundamental importância uma vez que cada espécie reativa possui um mecanismo 

antioxidante ideal (NICHI, 2003). De fato, diversos estudos adicionam antioxidantes 

como o ácido ascórbico, catalase (AURICH et al., 1996), α-tocoferol e succinato de 

tocoferol (ALMEIDA; BALL, 2004) aos diluentes como forma de prevenção da 

peroxidação lipídica das membranas que ocorre durante o armazenamento que gera 

diminuição da fertilidade, no entanto, os resultados são controversos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

Dentre as biotecnologias aplicadas ao sêmen de equino, a criopreservação 

envolve a retirada do plasma seminal o que pode ser um fator deletério ao status 

oxidativo da amostra. Neste contexto o sêmen de cavalo da raça Mangalarga 

Marchador se destaca por suportar menos a manipulação, perdendo muito 

capacidade fertilizante quando refrigerado e congelado. 

 

 

2.1  SÊMEN DE GARANHÕES DA RAÇA MANGALARGA MARCHADOR: 

CRIOPRESERVAÇÃO E REFRIGERAÇÃO  

 

 

Diversas biotecnologias reprodutivas estão difundidas na criação equina, tais 

como a inseminação artificial com a manipulação de sêmen (refrigeração e 

congelação) e transferência de embriões. Atualmente, o Brasil é um dos países que 

mais realiza transferência de embriões equinos no mundo, tendo destaque a raça 

Mangalarga Marchador. Entretanto, existem alguns pontos que impedem a difusão 

plena dessas biotecnologias como, por exemplo, os resultados inconstantes e por 

vezes insatisfatórios ao se trabalhar com sêmen de garanhão dessa raça. Outro 

entrave para utilização de algumas biotécnicas é a regulamentação proibitiva das 

associações de raças de cavalo, circunstância que não se aplica a associação de 

criadores do cavalo Mangalarga Marchador uma vez que a mesma recentemente 

aceitou o uso do sêmen congelado de garanhões (GOMES; GOMES, 2009). 

A capacidade de produção espermática da raça Mangalarga Marchador é 

outro fator limitante pois ela é, para a maioria dos garanhões, inferior a outras raças. 

O numero médio de espermatozoides produzidos diariamente em raças como 

Quarto de Milha e cavalos de origem germânica varia de 5 a 10 bilhões, ao passo 

que na raça Mangalarga Marchador a média diária é de 3 a 5 bilhões. Além disso, de 

acordo com Alvarenga e Papa (2007) os espermatozoides dessa raça são 

aparentemente menos resistentes aos processos de refrigeração e congelação. 
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A refrigeração tem sido estudada com o objetivo de manter o potencial 

fertilizante do sêmen equino por vários dias, tornando mais fácil o seu transporte e 

utilização (MEDEIROS et al., 2002). Entretanto, há uma variação considerável nas 

taxas de fertilidade do sêmen equino refrigerado que está associada aos seguintes 

fatores: fertilidade intrínseca do garanhão e da égua, composição do diluente, curva 

de refrigeração e temperatura de armazenamento do sêmen diluído, tempo de 

armazenamento, dose inseminante (número de espermatozoides móveis), 

proximidade da ovulação e o tempo de armazenamento in vitro e quantidade de 

plasma seminal no momento da refrigeração (JASKO, 1994; PICKETT, 1995; 

ALVARENGA, 2002).  

Segundo Loomis (1993), o sucesso da preservação espermática pela 

refrigeração depende de ambiente adequado (diluidores), taxa de refrigeração 

relativamente lenta, e temperatura de manutenção que reduza o metabolismo 

espermático a ponto de minimizar os danos à membrana plasmática e impedir a 

ocorrência prematura do fenômeno de capacitação. Porém, a exposição do sêmen 

desprotegido a baixas temperaturas resulta em desarranjos morfológicos e 

bioquímicos que tornam os espermatozoides irreversivelmente imóveis e inférteis 

(WATSON, 1981). A mudança brusca de temperatura resulta em danos do choque 

frio, caracterizado por padrões anormais de movimento espermático, perda rápida 

de motilidade, danos ao acrossoma e membrana plasmática, redução de 

metabolismo e perda de componentes intracelulares (WATSON, 1981; AMANN; 

GRAHAM, 1992). Similarmente, o resultado da criopreservação de sêmen está sob a 

influência de diversos fatores como taxa de congelação e descongelação, meio 

diluente, substâncias crioprotetoras e principalmente a resistência individual dos 

espermatozoides ao processo de congelação e descongelação (HOLT, 2000). 

Portanto, reprodutores que apresentam baixa motilidade espermática e integridade 

celular após descongelação geram índices de fertilidade insatisfatórios, não havendo 

até o momento técnicas e protocolos ideais disponíveis para criopreservar o material 

genético da maioria destes animais (GOMES et al., 2002).  

Segundo Aman e Picket (1987) mostraram haver um fator individual em 

relação à congelabilidade entre garanhões. No Brasil, Alvarenga et al. (2002), 

também verificaram este padrão após a análise de aproximadamente 80 garanhões 

de raças diferentes. Tal estudo concluiu que 50% dos garanhões de raças de 
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hipismo (Hannoveriano, Holsteiner e Trackner) e Quarto de milha apresentavam 

sêmen com bons resultados de motilidade pós-descongelação, ao passo que raças 

como Mangalarga e Mangalarga Marchador os percentuais caíram em 15%. Estes 

achados enfatizam a existência de um fator racial e muitas vezes individual 

relacionado a resistência espermática à criopreservação. Neste sentido, dentre as 

variações inter e intra-específicas ao congelamento, a sensibilidade dos 

espermatozoides à refrigeração parece ter uma importante participação nas injúrias 

celulares. A suscetibilidade dos espermatozoides a refrigeração está intimamente 

ligada a composição lipídica de suas respectivas membranas plasmáticas. Por 

exemplo, espécies cujos os espermatozoides contém baixas concentrações de 

esteroides e altas concentrações de ácidos graxos polinstaurados são consideradas 

mais predispostas aos danos do choque térmico (DARIN-BENNETT; POULOS; 

WHITE, 1973). 

As membranas espermáticas apresentam-se num estado fluido, sendo esta 

característica um pré-requisito para o desempenho de suas funções. Os principais 

fatores que afetam esta fluidez são as composições relativas entre fosfolipídios, 

colesterol e a temperatura na qual a membrana é exposta. Com a queda da 

temperatura os lipídios passam por uma transição, do estado fluído para um estado 

liquido cristalino, no qual as cadeias de ácidos graxos tornam-se desordenadas. 

Durante a contínua redução de temperatura, o estado de liquido cristalino é 

transformado em estado de gel nos quais as cadeias de ácidos graxos organizam-se 

em um modelo paralelo, produzindo uma estrutura rígida, tornando estas áreas 

fracas, sujeita a rupturas, fusões e permeáveis a íons (HAMMERSTEDT; GRAHAM; 

NOLAN, 1990). A severidade das injurias celulares é dependente da temperatura 

final e da taxa da queda da temperatura, afetando a estrutura e a função da 

membrana espermática (AMANN; PICKETT, 1987).  

Os lipídios apresentam-se de uma forma dinâmica na membrana plasmática 

dos espermatozoides, e este fator é de extrema importância na funcionalidade da 

membrana nos diversos eventos que culminam na fertilização (ZAHN, 2006). Entre 

os constituintes da membrana plasmática dos espermatozoides, proteínas têm sido 

intensamente estudadas evidenciando a participação delas na manutenção das 

células durante a criopreservação. Zahn (2006) encontrou uma proteína a qual pode 

estar negativamente relacionada com congelabilidade do sêmen de garanhões e 
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várias proteínas do soro sanguíneo correlacionadas com a alta congelabilidade 

seminal dessa mesma espécie animal. 

Adicionalmente, a criopreservação expõe os espermatozoides a variações 

extremas de temperatura e osmolaridade. Durante o congelamento ocorre a 

formação de cristais de gelo levando a um aumento das concentrações de soluto no 

meio extracelular, elevando a osmolaridade. Nesta etapa as células perdem água 

com a finalidade de manter o equilíbrio entre o meio intra e extracelular. Quando 

estas células são expostas novamente a meios isotônicos, como acontece na 

descongelação ou mesmo quando entram em contato com secreções do trato 

reprodutivo das fêmeas, ocorre uma entrada de água na célula devido às diferenças 

de osmolaridade do meio intra e extracelular (HOLT; HOLT; NORTH, 1994). 

Portanto, o estresse osmótico induzido pelos crioprotetores aos espermatozoides 

durante o processo de criopreservação é um dos principais fatores que 

comprometem a viabilidade espermática (MEDEIROS et al., 2002). 

Em equinos, a remoção do plasma seminal é uma técnica utilizada 

rotineiramente na criopreservação de sêmen, sendo essencial e necessária para o 

sucesso da congelação (ALVARENGA, 2002). No entanto, muitos agentes 

antioxidantes enzimáticos (catalase, superóxido desmutase, glutationa peroxidase) e 

não enzimáticos (albumina, taurina, hipotaurina, piruvato, ácido ascórbico, tocoferol 

e ergotionina) são encontrados no plasma seminal a fim de proteger os 

espermatozoides do dano celular causado pelo estresse oxidativo (BAUMBER et al., 

2000).  

 

 

2.1.1 Plasma Seminal 

 

 

Sêmen é a suspensão celular contendo espermatozoides (gametas 

masculinos) e secreções dos órgãos acessórios do trato genital masculino. A porção 

líquida desta solução é conhecida como plasma seminal (ALVARENGA, 2002). 

Alguns estudos colocam o plasma seminal como modulador da resposta inflamatória 

pós-coital em éguas (TROEDSSON et al., 1999), enquanto que evidências apontam 

que sua adição no momento da inseminação não reduz o número de leucócitos e a 
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fagocitose espermática (DELL’AQUA JR., 2004). Sabe-se, porém, que ele contém 

um grande número de proteínas que recobrem as proteínas de membrana do 

espermatozoide durante diferentes estágios da maturação celular. Diferentes 

funções destas proteínas e interações complexas entre estas e as subpopulações de 

proteínas de membrana podem explicar os resultados aparentemente diferentes dos 

efeitos imunológicos do plasma seminal (ZAHN, 2006).  

As principais proteínas do fluido da rede testis, as clusterinas e as 

transferrinas, são repostas no fluido por clusterinas secretadas e por um membro da 

família das transferrinas, a lactoferrina. Suspeita-se que estas podem estar 

envolvidas na proteção dos espermatozoides contra oxidação e/ou ataques 

bacterianos durante seu transporte e armazenamento (GATTI et al., 2004). Por 

muitos anos acreditou-se que a lactoferrina tivesse ação antimicrobiana devido ao 

sequestro de ferro, privando os patógenos deste nutriente. Porém, atualmente, sabe-

se que esta proteína possui uma atividade bactericida e não bacteriostática, 

resultado de sua interação direta sobre as bactérias (FARNAUD; EVANS, 2003). Em 

garanhões, a lactoferrina já foi isolada no plasma seminal, porém seu papel 

fisiológico neste fluido não está esclarecido (INAGAKI et al., 2002). Além disso, as 

clusterinas estão entre as proteínas que se associam à membrana espermática 

(apenas algumas isoformas) aparentemente auxiliando na integridade espermática 

(O'BRYAN et al., 1994). 

Fuse et al. (1999) foram os primeiros a relatar a presença de zinco no sêmen,  

mesmo em amostras azoospérmicas, demonstrando que este elemento não é 

liberado pelo espermatozoide. O zinco é encontrado nos espermatozoides e nos 

líquidos seminais, onde tem concentração maior do que em todos os demais fluidos 

corpóreos. No líquido seminal, o zinco é produzido principalmente pela próstata e, 

nos espermatozoides, o zinco tem sido predominantemente localizado nas fibras 

densas do flagelo (HENKEL et al., 1999). Relatos mostram que o zinco pode ser o 

fator primário responsável pela atividade antibacteriana do plasma seminal e pode 

ter um papel na produção e viabilidade espermáticas, na prevenção da degradação 

e na estabilização da membrana (CHIA et al., 2000). 

No plasma seminal, as altas concentrações de zinco exercem múltiplos 

papéis nas propriedades funcionais dos espermatozoides, tais como influenciar a 

fluidez dos lipídios e, com isso, a estabilidade das membranas; afetar a estabilidade 

da cromatina espermática e regular o processo de capacitação e reação do 
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acrossomo (EGGERT-KRUSE et al., 2002). Experimentos com sêmen humano 

testando a capacidade antioxidante do zinco sugerem que este íon participa das 

alterações oxidativas após a ejaculação, podendo modular as propriedades 

espermáticas (HENKEL et al., 1999). Sabe-se que o zinco mantém a viabilidade 

espermática através da inibição de DNAses e que é um potente removedor do 

excesso de ânions superóxido produzidos por espermatozoides lesados (CHIA et al., 

2000). 

Outro microelemento encontrado no plasma seminal e de suma import6ancia 

para a viabilidade espermática é o selênio. O selênio é um componente essencial da 

glutationa peroxidase (OLDEREID; THOMASSEN; PURVIS, 1998) e o aumento dos 

seus níveis aumenta a atividade antioxidante dessa enzima diminuindo, assim, as 

espécies reativas de oxigênio e levando a um aumento da fertilidade masculina 

(KENDALL et al., 2000). O efeito mais característico da deficiência de selênio em 

espermatozoides de mamíferos é uma diminuição na motilidade, fratura da peça 

intermediária e aumento na incidência de anormalidades morfológicas, 

especialmente na cabeça (OLDEREID; THOMASSEN; PURVIS, 1998). Embora a 

relação entre as concentrações de selênio no fluido seminal e a qualidade 

espermática não seja bem estabelecida, alguns trabalhos mostram correlação 

positiva e significativa entre as concentrações de selênio no plasma seminal e a 

contagem espermática (OLDEREID; THOMASSEN; PURVIS, 1998). 

Em garanhões, um estudo demonstrou que a adição de plasma seminal 

concentrado durante o processo de congelamento promoveu um efeito benéfico à 

criopreservação, enquanto que a adição de uma porção do plasma seminal rica em 

proteínas de baixo peso molecular proporcionou resultados piores do que os 

observados no grupo controle, mostrando que estas proteínas diminuem a 

motilidade e causam danos à integridade da membrana espermática (ZAHN, 2006). 

Adicionalmente, Aurich et al. (1996) observaram que a adição de 30% de plasma 

seminal de garanhões de alta motilidade espermática pós-descongelamento a 

ejaculados de garanhões de baixa motilidade pós-descongelamento aumentou a 

motilidade progressiva de 24±1,6 para 34,5±1,9% e a integridade de membrana de 

27±2,1 para 34,3±2,3%. No mesmo trabalho, a adição de plasma seminal dos 

garanhões de baixa motilidade pós-descongelamento ao ejaculado de garanhões de 

alta motilidade pós-descongelamento diminuiu a motilidade progressiva mas não 

alterou a integridade de membrana. Este trabalho demonstrou que a composição do 
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plasma seminal é um dos fatores que determinam a congelabilidade do sêmen de 

garanhões (AURICH et al., 1996).  

Ainda, em algumas pesquisas foram encontrados fatores no plasma seminal 

prejudiciais à fertilidade ou congelabilidade do sêmen. Por exemplo, Moustafa e 

Meszaros (1980) sugerem que as proteínas presentes no plasma seminal se liguem 

às proteínas de membrana dos espermatozoides provocando algumas alterações 

bioquímicas, o que aumentaria a permeabilidade da membrana e, por conseguinte, 

injúrias celulares e choque térmico durante a congelação. 

 

 

2.2 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO (EROS) E O ESPERMATOZOIDE 

 

 

 EROs são radicais livres definidos por átomos ou moléculas que possuem um 

ou mais elétrons despareados. Entre as espécies reativas de oxigênio, destacam-se 

o radical hidroxil (OH-), o ânion superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o 

óxido nítrico (NO2). O ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio são EROs 

formadas primariamente, sendo o H2O2 gerado através da dismutase enzimática ou 

não enzimática do ânion superóxido. Porém, a ERO mais reativa e prejudicial é o 

radical hidroxil, que pode ser formada através do H2O2 e do ânion superóxido, e 

também através da reação do ânion superóxido com o óxido nítrico produzindo o 

peroxinitrito (OONO-), que então irá se decompor para NO2 e OH- (Figura 1; NICHI, 

2003). 

Figura 1 - Formação das EROs 

 

Fonte: (NICHI, 2003). 
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 O ânion superóxido, gerado a partir de uma molécula de oxigênio pela adição 

de um elétron, apesar de ser um radical livre não é altamente reativo pois não 

consegue penetrar em membranas lipídicas ficando restrito ao compartimento onde 

é produzido. O ânion superóxido parece ser o produto primário do sistema de 

produção de EROs, gerando o peróxido de hidrogênio após uma reação de 

dismutase (RODRIGUES, 2009). A formação de superóxido acontece 

espontaneamente, especialmente no meio aeróbico, rico em elétrons, próximo à 

membrana mitocondrial interna, que ocorre devido ao escape de elétrons da cadeia 

respiratória (NORDBERG; ARNÉR, 2001). 

O peróxido de hidrogênio (H2O2) não é um radical livre, mas é um metabólito 

do oxigênio extremamente deletério porque participa como intermediário na reação 

que produz o radical OH-. É gerado a partir da dismutação enzimática do O2
- pela 

superóxido dismutase, tem vida longa e é capaz de atravessar membranas 

biológicas (MAIA; BICUDO, 2009). Já o radical hidroxil é considerado o EROs mais 

reativo em sistemas biológicos, sendo capaz de causar mais danos do que qualquer 

outro radical livre. É formado a partir do peróxido de hidrogênio, em uma reação 

catalisada por íons metais (Fe++ ou Cu++), denominada reação de Fenton. O OH- 

reage rapidamente com biomoléculas e pode desencadear a peroxidação dos 

lipídios na membrana plasmática do espermatozoide (ARUOMA et al.,1989; NICHI, 

2003; RODRIGUES, 2009). 

O óxido nítrico apresenta aspectos similares ao O2
-, visto que não reage 

diretamente com as biomoléculas apesar de seu elétron despareado. O NO- reage 

facilmente com outros radicais livres, gerando principalmente radicais menos 

reativos, funcionando então, como um antioxidante. Porém, se O2
- for produzido em 

grandes quantidades paralelamente com o NO-, ambos reagem produzindo o 

peroxidonitrito (OONO-), altamente citotóxico (HALLIWELL; GUTERIDGE,1989). 

O estresse oxidativo representa uma condição associada com um aumento da 

taxa de dano celular induzida por EROs (BAUMBER et al., 2000), sugerido como um 

fator importante na interrupção da função do espermatozoide há mais de 60 anos 

atrás (BALL; VO; BAUMBER, 2001). No entanto, recentemente é que a importância 

do estresse oxidativo no espermatozoide normal e anormal se tornou mais evidente. 

As EROs têm um papel importante na função espermática normal e um desequilíbrio 
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entre produção e degradação das mesmas pode ter sérios efeitos adversos sobre o 

espermatozoide, particularmente durante a refrigeração ou criopreservação de 

espermatozoides. Este dano nestes casos é ainda maior porque grande parte do 

plasma seminal, que contem os mecanismos de proteção antioxidante, é removido 

(BALL, 2008). 

O estresse oxidativo é uma consequência do desequilíbrio entre produção de 

EROs e mecanismos antioxidantes, podendo ser causado por  excesso da produção 

ou redução das defesas aos radicais. Este fenômeno provoca uma queda nos níveis 

de ATP intracelular, que irá causar diminuição da motilidade dos espermatozoides e 

também da peroxidação lipídica nos ácidos graxos poli-insaturados da membrana 

plasmática. Tais eventos têm sido associados com o aumento de permeabilidade 

celular e, à inativação de enzimas e produção de produtos finais espermicidas. A 

peroxidação lipídica tem sido apontada como causa de reação do acrossomal 

anormal e perda de fluidez da membrana, culminando em um potencial diminuído da 

capacidade de fertilização dos espermatozoides (BALL; VO; BAUMBER, 2001). 

 A produção de EROs pelos espermatozoides é um processo fisiológico 

normal, sendo importante para a regulação da taxa de hiperativação,  ocorrência da 

reação acrossômica e fusão espermatozoide/oócito (AGARWAL; SAID, 2005; NEILD 

et al., 2005; NICHI et al., 2007). Em condições experimentais, Baumber  et al. 

(2003),  demonstraram que baixas concentrações de EROs podem ter um papel 

fisiológico importante no sêmen de equinos, que sob níveis controlados de O2
- e 

H2O2 manteve capacitação, hiperativação, reação acrossômica e fusão 

espermatozoide/oócito, similarmente ao sêmen humano. 

Em condições fisiológicas, uma geração menor de EROs é estimulada na 

presença de cálcio, e a da NADPH membrana-associada oxidase, NOX5, parece ser 

o provável mecanismo para esta geração de EROs. Esta menor geração de EROs 

por um espermatozoide equino é importante na indução de capacitação com um 

concomitante aumento na fosforilação tirosina. Esta observação é confirmada pela 

constatação de que durante a capacitação de espermatozoide equino in vitro há um 

aumento na produção do ânion superóxido. Baixas concentrações de EROs são 

capazes de induzir a capacitação espermática, o que gera impactos na preservação 

do espermatozoide. Durante a criopreservação, há um aumento intracelular no 

espermatozoide da concentração de cálcio, além de um aumento da geração de 
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EROs e uma capacidade antioxidante reduzida devido a remoção do plasma 

seminal. Estes fatores podem levar, por sua vez à capacitação prematura de 

espermatozoides, com uma consequente redução na longevidade de dos mesmos 

durante a criopreservados (BALL, 2008). 

Outro fator que torna os espermatozoides potencialmente susceptíveis às 

EROs é sua estrutura celular. Por apresentar baixas concentrações de enzimas 

antioxidantes em seu reduzido citoplasma (NICHI, 2003) e membranas espermáticas 

ricas em ácidos graxos poliinsaturados, podem facilmente sofrer peroxidação lipídica 

na presença de EROs. Com isso, ocorrem alterações na fluidez da membrana que 

finalmente à culminam na diminuição da capacidade fertilizante. Os subprodutos e 

produtos finais da peroxidação lipídica, tais como as substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) ou hidroxinonenal também exercem efeitos tóxicos e podem 

diminuir a motilidade do espermatozoide. Estes produtos podem servir como 

indicadores bioquímicos da peroxidação lipídica (KANKOFER et al., 2005). 

Após atingir a maturidade, o espermatozoide perde a maioria de suas 

organelas, a transcrição do DNA é cessada, e os mecanismos de reparo se tornam 

indisponíveis, portanto a partir deste momento os danos na membrana resultam em 

perda irreversível das funções (PAGL; AURICH; KANKOFER, 2006). 

Os espermatozoides são expostos a mudanças osmóticas durante o trânsito 

no epidídimo, no trato reprodutivo da fêmea, ou como consequência do efeito de 

alguns lubrificantes utilizados durante a coleta de sêmen, bem como durante a 

criopreservação e descongelamento dos espermatozoides. O estresse osmótico tem 

efeito negativo sobre a motilidade, viabilidade e potencial de membrana mitocondrial 

de espermatozoides equinos que, tanto em meios hiperosmóticos quanto meios 

hiposmóticos, estimulam a formação do ânion superóxido (BURNAUGH et al., 2010). 

Danos à mitocôndria espermática é um aspecto importante durante a 

criopreservação. Frequentemente, a avaliação morfológica dos espermatozoides 

após o congelação e descongelação demonstram de moderada a acentuada 

expansão da peça intermediária representando a distensão das mitocôndrias, o que 

sugere que as mitocôndrias do espermatozoide são um local importante de 

ocorrência de crioinjúria para essas células com a possibilidade de alteração do 

metabolismo citoquímico normal, geração de EROs e indução de apoptose (BALL, 

2008). 
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 Em humanos, dano ao DNA do espermatozoide é um dos principais 

contribuintes para a infertilidade, aborto espontâneo e defeitos congênitos na prole 

(AITKEN; DE IULIIS, 2010). O mecanismo responsável pela fragmentação do DNA 

no sêmen incluiu aqueles que ocorrem durante a espermatogênese testicular e do 

transporte através do trato reprodutivo masculino.  Dentre os mecanismos estão i) a 

apoptose no epitélio dos túbulos seminíferos, ii) defeitos na remodelagem da 

cromatina durante o processo de espermiogênese, iii) EROs  atuando diretamente 

na migração de espermatozoides dos túbulos seminíferos do epidídimo e, 

provavelmente, de forma indireta na ativação de caspases e endonucleases do 

espermatozoide (AITKEN; DE IULIIS, 2010; SAKKAS; ALVAREZ, 2010). Em 

equinos, tanto a criopreservação como as EROs promovem fragmentação de DNA, 

mas ainda não foram elucidados os mecanismos de ação destes agentes 

(BAUMBER et al., 2003). 

 

 

2.3 FORMAÇÃO DE EROS A PARTIR DO ESPERMATOZOIDE 

 

 

As principais fontes de EROs no sêmen são os leucócitos, principalmente 

neutrófilos e macrófagos, que promovem geração de espermatozoides anormais e 

danificados (AGARWAL et al., 2005; KANKOFER et al., 2005). Em humanos, 

existem fontes exógenas da produção das EROs como radiação (telefones móveis), 

toxinas (produtos industrializados), tabagismo e consumo de álcool (AGARWAL; 

GUPTA; SIKKA, 2006). 

A capacidade de geração de EROs é significativamente maior em 

espermatozoides anormais, particularmente as células com presença de gotas 

protoplasmáticas que apresentam maior conteúdo celular das enzimas presentes no 

citoplasma, incluindo a glicose-6-fosfato desidrogenase. Esta enzima é responsável 

pelo fluxo de glicose através do shunt hexose monofosfato e a geração de NADPH. 

Teoriza-se que o NADPH gerado através deste sistema serve como a principal fonte 

de elétrons responsável pela produção da O2
- por espermatozoides humanos. 

Portanto, a porção de citoplasma residual cria uma situação em que o substrato 
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suficiente estaria disponível para apoiar uma excessiva geração de NADPH-

dependente de EROs (BAUMBER et al., 2000). 

Os dois principais locais de produção de EROs são a mitocôndria e a 

membrana plasmática de espermatozoides. A mitocôndria é a força motriz da 

respiração. Por isso, é o principal sítio de geração de EROs, que são produzidos 

através da nicotinamida adenina dinucleotídeo-dependente oxido-redutase. Em 

contrapartida, a membrana plasmática do espermatozoide produz EROs através da 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato sistema oxidase dependente. A xantina 

oxidase, uma enzima-chave em catabolismo de purinas também está envolvida na 

produção de EROs em espermatozoides (AGARWAL et al., 2005). 

Produção de EROs a partir espermatozoide equino parece ser derivada de 

uma NADPH oxidase (NOX5) específica presente na membrana plasmática da 

cabeça ou das mitocôndrias do espermatozoide. Embora o ânion superóxido (O2
-) 

pareça ser a principal ERO gerada pelo espermatozoide equino, esta espécie de  

meia vida curta que, rapidamente será dismutado e formará o H2O2, que provocará o 

maior efeito citotóxico no espermatozoide (BALL, 2008). 

 

  

2.4 DEFESAS ENZIMÁTICAS E NÃO ENZIMÁTICAS 

 

 

 Espermatozoides e plasma seminal possuem uma série de enzimas e 

antioxidantes de baixo peso molecular que eliminam as EROs, a fim de prevenir 

danos celulares. Existem três sistemas de enzimas importantes, o sistema glutationa 

peroxidase (GSx), superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), que são descritas 

no plasma seminal. Outros componentes como o tocoferol (vitamina E), ácido 

ascórbico (vitamina C), urato, albumina, taurina e hipotaurina foram caracterizados 

como antioxidantes não enzimáticos no plasma seminal (BAUMBER et al., 2000).  

A glutationa peroxidase citosólica (GSH-Px) foi detectada em testes, mas a 

GSH-Px hidroperóxido fosfolipídico é a principal glutationa peroxidase neste tecido. 

A GSH-Px hidroperóxido fosfolípidica protege as biomembranas do estresse 

oxidativo e está envolvida na regulação do REDOX (potencial de oxidação). A 

metaloproteína superóxido dismutase (SOD) é responsável pela produção de H2O2 e 
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O2 durante a dismutação dos radicais superóxidos.  O H2O2 que pode facilmente 

cruzar as membranas celulares e exercer efeitos citotóxicos é convertido em H2O 

pela catalase (KANKOFER et al., 2005). 

 A atividade da CAT foi detectada em homogeneizados de plasma seminal, de 

testículos, de glândulas bulbouretrais, próstata e glândulas vesiculares de equinos. A 

atividade mais alta foi encontrada em homogeneizados das glândulas prostáticas e a 

mais baixa nos testículos e fluidos da cauda do epidídimo, indicando que a maior 

parte da atividade da CAT no sêmen representa enzimas provenientes da glândula 

prostática absorvidas para o espermatozoide. A exposição experimental do 

espermatozoide equino as EROs leva à uma diminuição na motilidade espermática e 

um aumento  na fragmentação do DNA que poderia ser evitada pela adição de CAT 

e não de SOD. Nem a integridade da membrana, tão pouco a peroxidação lipídica 

foram alteradas em resposta a exposição as EROs (BALL et al., 2000). Em outro 

estudo, a adição de ácido ascórbico aumentou a percentagem de membranas 

intactas de espermatozoides no sêmen diluído durante o armazenamento a 5°C 

(KANKOFER et al., 2005). 

A adição de um diluente a base de leite desnatado ao sêmen aumentou a 

atividade de todas as três enzimas avaliadas, GSH-Px, SOD e CAT, assim como a 

quantidade de TBARS, comparado ao sêmen não diluído. Um efeito comparável 

ocorreu quando o plasma seminal foi diluído mas não quando o espermatozoide 

separado do plasma seminal pela centrifugação foi ressuspendido no diluente do 

sêmen ou na solução salina. A adição do diluente do sêmen desta forma aumenta 

claramente a capacidade antioxidativa/oxidativa do plasma seminal de garanhão. 

Este aumento indica interações positivas entre os componentes do diluente, 

componentes e enzimas antioxidativas no plasma seminal. O aumento da atividade 

antioxidante não é apenas um efeito de diluição, porque o diluente sozinho não 

apresentou tal atividade. No entanto, o diluente pode conter co-fatores ou outras 

substâncias, influenciando a atividade de enzimas antioxidantes. Os resultados 

sugerem que o diluente do sêmen requer a presença de pelo menos certa 

quantidade de plasma seminal para aumentar a capacidade antioxidativa enzimática. 

(KANKOFER et al., 2005). 
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3 HIPÓTESE 

 

 

I) A susceptibilidade do espermatozoide equino ao estresse oxidativo é 

variável em resposta à diferentes EROs.  

II) O plasma seminal influencia a resposta às incubações com diferentes 

EROs.  
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4 OBJETIVO 

 

 

O objetivo do presente experimento foi verificar o impacto das diferentes 

EROs sobre os espermatozoides, avaliando a integridade acrossomal (POPE) e 

membrana plasmática (eosina/nigrosina), atividade mitocondrial (DAB) e integridade 

do DNA (SCSA™), com ou sem plasma seminal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



34 
 

5 MATERIAL E MÉTODO  

 

 

A descrição detalhada dos procedimentos será exposta a seguir. 

 

 

5.1 LOCAL 

 

 

 As colheitas de sêmen foram realizadas na propriedade Haras Transwall 

localizada na região do sul de Minas Gerais, na cidade de Cristina. A primeira fase 

do experimento foi desenvolvida na propriedade acima descrita e a segunda fase foi 

desenvolvida no Laboratório de Andrologia da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia (FMVZ) da Universidade de São Paulo (USP), no Departamento de 

Reprodução Animal (VRA) em São Paulo, SP. 

 

 

5.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS E MANEJO 

 

 

 Foram utilizados 13 garanhões da raça Mangalarga Marchador, com idades 

variando entre 3 e 12 anos, de fertilidade previamente conhecida e comprovada, 

alojados no respectivo haras sob manejo semi-intensivo, com água e sal ad libitum e 

suplementação concentrada diária. 

 

 

5.3 PERÍODO EXPERIMENTAL 

 

 

 As colheitas de sêmen foram realizadas em junho de 2011 fora da estação 

reprodutiva dos equinos. 

 

 

5.4 COLHEITA DE SÊMEN 

 

 

 O pênis foi previamente higienizado com solução salina aquecida (37ºC) e 

com auxilio de uma compressa umedecida de algodão e as colheitas foram 
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realizadas por vagina artificial modelo Biotech® (Botucatu), com auxílio de uma égua 

em estro, devidamente contida fisicamente. Todos os ejaculados foram filtrados para 

remoção de gel e sujidades no momento da colheita. 

 

 

5.5 PROCESSAMENTO DO SÊMEN 

 

 

Previamente ao processamento, cada ejaculado foi avaliado quanto à 

concentração, motilidade, vigor e morfologia.  Cada ejaculado foi dividido em duas 

frações de 3 mL cada (A e B) que em seguida foram centrifugadas a 2200 

rpm/10min. O sobrenadante da fração A foi desprezado e o pellet foi ressuspendido 

em 3 mL de solução salina fisiológica aquecida a 37ºC, e o pellet da fração B foi 

ressuspendido no próprio sobrenadante, de modo que as frações A e B apresentem 

a mesma concentração (sptz/mL). Em sequência, as frações A e B foram avaliadas 

quanto a funcionalidade espermática utilizando os testes para integridade de 

membrana plasmática (eosina/nigrosina), integridade acrossomal (fest green/rosa 

bengala – Pope), atividade mitocondrial (DAB) e estrutura do DNA (SCSA™). 

Ambas as frações (A e B) tiveram 4 alíquotas retiradas e submetidas a 3 

sistemas distintos de produção de EROs e um subproduto da peroxidação lipídica 

(malondialdeído) incubadas por 30 minutos em banho-maria a 37ºC. 

Após a incubação as amostras foram submetidas a analises de patologia 

espermática, concentração, vigor, motilidade e os testes funcionais realizados 

anteriormente.  

 

 

5.5.1 Sistema de produção das EROs e subproduto da peroxidação lipídica 

 

 

1) Para produção do ânion superóxido foram utilizados 15µL de xantina (0,0019g 

em 25mL NaOH 0,0001M) + 5µL de xantina oxidase (2µL em 200µL de EDTA 

0,1mM) + 180µL de PBS em 400µL das amostras; 

2) Para o peróxido de hidrogênio foram utilizados 200 µL de solução de peróxido 

de hidrogênio (41,21µL em 100mL qsp PBS) em 400 µL de amostra; 

3) Para verificar a susceptibilidade ao malondialdeído, que é produto da 

peroxidação lipídica, foram utilizados 100µL de solução (99,8346µL MDA + 
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10mL água miliiq + 100µL H2SO4 em 100mL qsp PBS) + 100µL PBS em 

400µL das amostras; 

4) Para produção do radical hidroxil foram utilizados 100µL da solução de 

vitamina C (20mM em 50 mL de solução fisiológica 0,9%) + 100µL da solução 

de ferro (4mM em 50 mL de solução fisiológica 0,9%) em 400µL das 

amostras. 

 

 

5.6 ANÁLISE DE SÊMEN 

 

 

A análise do sêmen foi realizada através de testes convencionais e 

funcionais. 

 

 

5.6.1 Testes Convencionais 
 

 

Os testes convencionais, utilizados neste experimento, foram: motilidade, 

vigor, morfologia espermática e concentração. 

 

 

5.6.1.1 Avaliação da motilidade espermática 
 

 

A motilidade foi então classificada, numa escala entre 0 e 100%, segundo a 

proporção de espermatozoides móveis nos campos observados sob aumento de 

100x em microscópio convencional, sendo 0% para nenhum espermatozoide móvel 

no campo e 100% para todos os espermatozoides móveis. 
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5.6.1.2 Avaliação do vigor espermático 

 

 

 O vigor foi avaliado quanto ao movimento progressivo retilíneo dos 

espermatozoides numa escala de 0 a 5, na qual, 0 representa ausência de 

movimento e 5 representa movimentos progressivos intensos. 

 

 

5.6.1.3 Avaliação da morfologia espermática  

 

 

 A avaliação morfológica dos espermatozoides foi realizada pelo método de 

câmara úmida; uma alíquota de 5µL de cada amostra seminal foi diluída em 95µL de 

solução de formaldeído-salina (diluição de 20); 15µL de cada amostra fixada serão 

colocados sobre lâmina e cobertos com lamínula; a avaliação se dará sob 

microscopia óptica em aumento de 1000x; 200 células foram computadas e a 

porcentagem de cada defeito foi aferida.  

 

 

5.6.2 Testes Funcionais 

 

 

 Os testes funcionais utilizados no experimento foram a avaliação da 

integridade acrossomal, da integridade da membrana plasmática, da atividade 

mitocondrial e da estrutura do DNA espermático. 

  

 

5.6.2.1 Integridade acrossomal 

 

 

A avaliação da integridade acrossomal foi realizada com a Coloração Simples 

Fast-Green/Rosa-Bengala (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991). Uma alíquota de 

cada amostra (5 µL) foi adicionada ao Corante Simples de Pope (5 µL), sendo a 
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mistura incubada por 60 segundos em mesa aquecida à 37ºC. Após a incubação, 

foram feitos esfregaços sobre lâminas de microscopia. 

Os esfregaços foram analisados em microscópio convencional sob aumento 

de 1250 vezes. Foram contadas 200 células por lâmina, classificadas como: 

Acrossomo Íntegro: região acrossomal de coloração lilás à roxa, levemente 

mais escura que a região pós-acrossomal; 

Acrossomo Não-íntegro: região acrossomal de coloração rosa, levemente 

mais clara que a região pós-acrossomal. 

 

 

5.6.2.2 Integridade da membrana plasmática 

 

 

A avaliação de integridade da membrana plasmática foi feita com a coloração 

de Eosina-Nigrosina (E/N), descrita por Barth e Oko (1989). Nesta coloração, por 

alterações na permeabilidade das membranas dos espermatozoides, a eosina 

consegue penetrar nas células corando-as de rosa. Os espermatozoides com 

membranas íntegras não permitem a entrada do corante, portanto, contrastando 

com o plano de fundo tomado pela coloração escura da nigrosina, as células 

aparecem brancas. Desta maneira, uma alíquota de sêmen (5 µL) foi misturada ao 

corante, na proporção de 1:1, e realizados esfregaços sobre lâminas de microscopia. 

As lâminas foram analisadas em microscópio convencional sob aumento de 1250 

vezes. Foram contadas 200 células por lâmina, classificadas como células com 

membrana íntegra (não coradas) e não-íntegra (coradas). 

 

 

5.6.2.3 Atividade mitocondrial 

 

 

Segundo Hrudka (1987), a enzima Citocromo C-Oxidase (CCO) tem um papel 

fundamental no processo de respiração celular e metabolismo energético das 

células, além disso, é pré-requisito para as funções osmótica e sintética, motilidade 

e manutenção da estrutura celular. A técnica citoquímica desenvolvida por este autor 
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é baseada na oxidação da 3,3'-diaminobenzidina (DAB) pelo Complexo Citocromo C, 

o que inclui a CCO, através de uma reação em cadeia na qual o reagente é 

polimerizado e se deposita nos locais onde ocorre a reação, ou seja, se restringe à 

mitocôndria. Esta deposição pode ser identificada através de microscopia 

convencional pela sua coloração marrom. Desta maneira, é possível descrever o 

declínio espontâneo da CCO ocasionado por tratamentos físicos e/ou químicos aos 

que os espermatozoides são submetidos. 

Para realização desta técnica, uma alíquota de 25µL de amostra foi incubada 

com 25µL de DAB (1mg/mL de PBS), a 37ºC, por uma hora. Após incubação, foram 

feitos esfregaços em lâmina de vidro e estas fixadas em formol a 10% por 10 

minutos. As lâminas foram então lavadas e secas no ar sob proteção da luz. 

A atividade citoquímica da mitocôndria espermática foi avaliada segundo 

descrito por Hrudka (1987). Desta maneira, as lâminas foram observadas em 

microscópio de contraste de fase, sob aumento de 1000 vezes, em imersão. Foram 

contados 200 espermatozoides/lâmina, e classificados de acordo com o grau de 

coloração da peça intermediária em 4 classes: 

• Classe I: células espermáticas com peça intermediária totalmente corada 

indicando alta atividade mitocondrial (DAB I). 

• Classe II: células espermáticas com mais da metade dos segmentos 

corados (ativos) indicando atividade mitocondrial média a alta (DAB II). 

• Classe III: células espermáticas com menos da metade dos segmentos 

corados (ativos) indicando alto comprometimento da atividade mitocondrial (DAB III). 

• Classe IV: células espermáticas com peça intermediária totalmente 

descorada indicando ausência de atividade mitocondrial (DAB IV). 

 

 

5.6.2.4 Ensaio da estrutura da cromatina espermática (SCSA™) 

 

 

O Ensaio SCSA faz a determinação quantitativa da integridade da cromatina 

espermática, definida pela susceptibilidade do DNA à desnaturação ácido-induzida 

―in situ‖ (LARSON et al., 2000).  Para está técnica, uma solução de baixo pH 

desnatura o DNA nos espermatozoides com a cromatina alterada (o que não 
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acontece com a cromatina intacta), e com o uso de um corante fluorescente 

intercalante pode-se fazer a determinação através da citometria de fluxo (EVENSON 

et al., 1999).  

Para o Teste de SCSA, foi utilizada metodologia proposta por Evenson et al. 

(1999). Para isso, o sêmen de cada tratamento foi avaliado por citometria de fluxo. 

Resumidamente, o sêmen em banho-maria (37ºC/30 segundos) foi diluído em 

tampão TNE na concentração de 2 x 106 células/mL. Um volume de 0,1 mL da 

diluição foi incubado com 0,2 mL de solução detergente (1% de Triton X-100) por 30 

segundos para permitir o acesso da laranja de acridina ao DNA espermático. Após 

este período o sêmen foi incubado com 0,6 mL de solução de laranja de acridina 

(6μg/mL). As amostras foram analisadas utilizando o citômetro de fluxo Guava 

EasyCyte®, com excitação de 488 nm e 15 mW.  

A avaliação da LA foi feita baseada na diferença entre a fluorescência emitida 

pelos espermatozoides com DNA íntegro (dupla fita), que emitem fluorescência 

verde e os com DNA fragmentado (fita simples), que emitem fluorescência vermelha.  

 

 

 

 

  



    41 

6 RESULTADOS 

 

 

 A apresentação dos resultados obedece às probabilidades testadas e 

relatadas na tabela 1, de acordo com a presença ou ausência de interação 

significativa para cada variável avaliada. 

 

  

Tabela  1 – Probabilidades do efeito da incubações com diferentes espécies reativas de oxigênio e do 
subproduto da peroxidação lipídica (Ânion: ânion superóxido; H2O2: peróxido de 
hidrogênio; MDA: malondialdeído; Hidroxila: radical hidroxil), da presença do plasma 
seminal e da interação incubação*plasma seminal nas taxas de espermatozoides com 
membrana e acrossomo íntegros, espermatozoides com atividade mitocondrial DAB I, 
DAB II, DAB III e DAB IV, alterações morfológicas,  e susceptibilidade ao estresse 
oxidativo em sêmen de equinos submetido à incubação com diferentes espécies reativas 
de oxigênio - São Lourenço, MG - 2011 

 Incubações Plasma Incubação*Plasma 

Motilidade (%) <0,0001 <0,0001 <0,0001 
Vigor (0-5) <0,0001 <0,0001 <0,0001 
Membrana plasmática (%) <0,0001 0,0001 <0,0001 
Integridade Acrossomal (%) 0,5628 0,9294 0,5332 
DAB I (%) <0,0001 0,0230 0,0001 
DAB II (%) <0,0001 0,0266 <0,0001 
DAB III (%) 0,0003 <0,0001 0,0002 
DAB IV (%) <0,0001 <0,0001 <0,0001 
SCSA (%) <0,0001 0,0004 0,0002 
Estreita na base 0,3977 0,5100 0,8933 
Contorno anormal 0,2106 0,0240 0,5802 
Solta anormal 0,7310 0,3061 0,1191 
Subdesenvolvida 0,7303 0,5704 0,0380 
Formas duplas 0,6858 0,7610 0,9637 
Acrossomo 0,5745 1,0000 0,2681 
Cauda dobrada com gota 0,1274 0,4739 0,9609 
Cauda fortemente enrolada 0,9341 0,8742 0,6301 
Cauda fortemente dobrada 0,8658 0,9927 0,8791 
Gota proximal 0,0190 0,3905 0,6366 
Gigante 0,3920 0,1508 0,5549 
Inserção abaxial 0,8213 0,9808 0,9686 
Solta normal 0,5057 0,8422 0,7829 
Inserção obliqua  0,8835 0,0065 0,9735 
Inserção retroaxial 0,4210 1,0000 0,8889 
Cauda enrolada 0,5220 0,7518 0,7911 
Cauda dobrada 0,9085 0,8084 0,7326 
Gota distal 0,2564 0,5248 0,9454 
Normais 0,0525 0,1925 0,7513 
MDA (ng/ml) 0,0032 0,0003 0,3487 
MDA Sptz (ng/10

6
sptz) 0,1492 0,0528 0,7238 

 
Para as variáveis em que foi observada interação significativa (p<0,05; Tabela 

1), foi avaliado o efeito das incubações com as diferentes agentes pró-oxidativos 

com e sem plasma seminal e o efeito do plasma seminal em cada uma das 
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incubações. Por outro lado, as variáveis que não apresentaram interação significante 

(p>0,05; Tabela 1) foram analisadas de acordo com os efeitos de cada um dos 

fatores separadamente (com plasma vs. sem plasma seminal; ânion superóxido vs. 

H2O2 vs. MDA vs. radical hidroxil). 

 

Tabela  2 -  Efeito das incubações com sistemas geradores de diferentes espécies reativas de 
oxigênio e do subproduto da peroxidação lipídica (Ânion: ânion superóxido; H2O2: 
peróxido de hidrogênio; MDA: malondialdeído; Hidroxila: radical hidroxil) nas taxas de 
células móveis, vigor, integridade da membrana plasmática, espermatozoides com 
atividade mitocondrial DAB I, DAB II, DAB III e DAB IV, e fragmentação de DNA em 
sêmen equino processado com a presença de plasma seminal - São Lourenço, MG - 
2011 

 Ânion H202 MDA Radical Hidroxil 

Motilidade (%) 30.76 ± 2.76
a
 31.15 ± 2.05

a
 32.69 ± 2.01

a
 23.07 ± 2.86

b
 

Vigor (0-5) 2.53 ± 0.14 2.61 ± 0.14 2.76 ± 0.12 2.53 ± 0.14 

Membrana 

Plasmática (%) 

53.23 ± 2.89 52.61 ± 4.68 51.07 ± 4.75 51.07 ± 3.37 

DAB I (%) 43.07 ±  5.64
a
 44.23 ± 5.60

a
 44.15 ± 5.12

a
 13.00 ± 3.40

b
 

DAB II (%) 30.38 ± 2.85
a
 33.00 ± 4.10

a
 31.76 ± 3.44

a
 20.00 ± 1.67

b
 

DAB III (%) 11.76 ± 1.58
a
 9.23 ± 1.29

ab
 11.84 ± 70

a
 5.61 ± 1.17

b
 

DAB IV (%) 14.76 ± 2.66
b
 13.53 ± 2.24

b
 12.23 ± 1.95

b
 61.38 ± 3.88

a
 

SCSA (%) 3.34 ± 1.16 3.44 ± 1.38 3.99 ± 1.22 13.09 ± 6.12 

Subdesenvolvida 0.15 ± 0.10 0 0.15 ± 0.10 0.07 ± 0.07 

a,b,c: letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) 
 

 Na avaliação das características funcionais dos espermatozoides submetidos 

à indução do estresse oxidativo com plasma seminal, verificou-se que o radical 

hidroxil foi o mais deletério. Uma menor porcentagem de espermatozoides móveis foi 

observada nas amostras incubadas com radical hidroxila em comparação às 

amostras incubadas com ânion superóxido, peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

malondialdeído (23.07 ± 2.86, 30.76 ± 2.76, 31.15 ± 2.05, 32.69 ± 2.01, 

respectivamente; Tabela 2 e Gráfico 1). Da mesma forma, maiores taxas de 

espermatozoides com nenhuma atividade mitocondrial foram observadas no grupo 

tratado com radical hidroxil em comparação ao tratado com malondialdeído (61.38 ± 

3.88, 12.23 ± 1.95, respectivamente; Tabela 2 e Gráfico 4). É importante destacar 
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que, apesar de não ser possível detectar diferença estatística, houve um aumento 

de 4 vezes na fragmentação de DNA das incubações com radical hidroxil em relação 

as tratadas com malondialdeído (MDA), ânion superóxido e H2O2 (13.09 ± 6.12, 3.99 

± 1.22, 3.34 ±  1.16, 3.44 ±  1.38, respectivamente, Tabela 2 e Gráfico 2). 

 

Gráfico 1 – Efeito das incubações, com e sem plasma seminal, de diferentes espécies reativas de 
oxigênio e do subproduto da peroxidação lipídica sobre a motilidade espermática  

 

  

* diferença entre induções com e sem plasma seminal  
AB diferença entre induções com plasma seminal 
ab diferença entre induções sem plasma seminal 

 

 

 

 

 

 

  

A
B

B

A a

b
b

a

*

*



44 
 

Gráfico 2 - Efeito das incubações, com e sem plasma seminal, de diferentes espécies reativas de 
oxigênio e do subproduto da peroxidação lipídica sobre a susceptibilidade a denaturação 
acido do DNA 

 

* diferença entre induções com e sem plasma seminal  
abc diferença entre induções sem plasma seminal 
 

Tabela  3 -  Efeito das incubações com sistemas geradores de diferentes espécies reativas de 

oxigênio e do subproduto da peroxidação lipídica (Ânion: ânion superóxido; H2O2: 

peróxido de hidrogênio; MDA: malondialdeído; Hidroxila: radical hidroxil) nas taxas de 

células móveis, vigor, integridade da membrana plasmática, espermatozoides com 

atividade mitocondrial DAB I, DAB II, DAB III e DAB IV, e fragmentação de DNA em 

sêmen equino processado sem o plasma seminal - São Lourenço, MG - 2011 

 Ânion H202 MDA Radical Hidroxil 

Motilidade (%) 28.46 ± 2.55
a
 30.38 ± 2.29

a
 5.76 ± 3.91

b
 6.92 ± 0.90

b
 

Vigor (0-5) 2.61 ± 0.14
a
 2.84 ± 0.10

a
 0.46 ± 0.31

c
 1.38 ± 0.14

b
 

Membrana 

Plasmática (%) 

50.07 ± 4.53
a
 46.15 ± 5.43

a
 7.84 ± 4.90

b
 50.23 ± 6.31

a
 

DAB I (%) 39.46 ± 3.82
a
 42.76 ± 3.96

a
 9.23 ± 5.57

b
 21.76 ± 4.49

b
 

DAB II (%) 37.61 ± 2.84
a
 33.69 ± 2.95

a
 5.15 ± 3.50

c
 18.84 ± 2.97

b
 

DAB III (%) 8.84 ± 1.24
a
 8.76 ± 0.80

a
 1.00 ± 0.67

c
 4.61 ± 1.37

b
 

DAB IV (%) 14.07 ± 2.51
c
 14.76 ± 2.04

c
 84.61 ± 9.31

a
 54.76 ± 4.28

b
 

SCSA (%) 3.09 ± 1.49
c
 2.67 ± 0.92

c
 30.76 ± 11.42

b
 92.70 ± 3.25

a
 

Subdesenvolvida 0
b
 0.30 ± 0.17

a
 0

b
 0.23 ± 0.12

a
 

a,b,c: letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) 
 

b

a

cc

*

*
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Na avaliação das características funcionais dos espermatozoides submetidos 

à indução do estresse oxidativo sem plasma seminal, verificou-se que o radical 

hidroxil e o MDA foram os mais deletérios. Uma menor porcentagem de 

espermatozoides móveis foi observada nas amostras incubadas com radical hidroxil 

e MDA em comparação às amostras incubadas com ânion superóxido e H2O2  (6.92 

± 0.90, 5.76 ± 3.91, 28.46 ± 2.55,  30.38 ± 2.29, respectivamente; Tabela 3; Gráfico 

1). Da mesma forma, maiores taxas de espermatozoides com nenhuma atividade 

mitocondrial foram observadas no grupo tratado com MDA e hidroxil em comparação 

ao tratado com ânion superóxido e H2O2 (84.61 ± 9.31, 54.76 ± 4.28, 14.07 ± 2.51, 

14.76 ± 2.04, respectivamente; Tabela 3 e Gráfico 4). Além disto, houve um maior 

dano em membrana plasmática na incubação com MDA em relação aos demais 

tratamentos (MDA: 7.84 ± 4.90; H2O2: 46.15 ± 5.43;  Ânion: 50.07 ± 4.53; Hidroxil: 

50.23 ± 6.31; Tabela 3 e Gráfico 3). É importante salientar que uma maior 

fragmentação de DNA foi encontrada na incubação com MDA quando comparado 

com o ânion superóxido e H2O2, no entanto o radical hidroxil foi o que gerou o maior 

dano dos tratamentos (30.76 ± 11.42, 3.09 ± 1.49, 2.67 ± 0.92, 92.70 ± 3.25, 

respectivamente; Tabela 3 e Gráfico 2). 

Gráfico 3 - Efeito das incubações, com e sem plasma seminal, de diferentes espécies reativas de 
oxigênio e do subproduto da peroxidação lipídica sobre a integridade da membrana 
plasmática 
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Gráfico 4 - Efeito das incubações, com e sem plasma seminal, de diferentes espécies reativas de 
oxigênio e do subproduto da peroxidação lipídica sobre a atividade mitocondrial DAB IV 

 

* diferença entre induções com e sem plasma seminal  
AB diferença entre induções com plasma seminal 
abc diferença entre induções sem plasma seminal 
 

Tabela    4 - Efeito do plasma na incubação com ânion nas taxas de células móveis, vigor, integridade 
da membrana plasmática, espermatozoides com atividade mitocondrial DAB I, DAB II, 
DAB III e DAB IV, e fragmentação de DNA em sêmen equino - São Lourenço, MG - 2011 

 Com plasma Sem plasma P 

Motilidade (%) 30.76 ± 2.76 28.46 ± 2.55 0,5457 

Vigor (0-5) 2.53 ± 0.14 2.61 ± 0.14 0,7054 

Membrana Plasmática (%) 53.23 ± 2.89 50.07 ± 4.53 0,5638 

DAB I (%) 43.07 ± 5.64 39.46 ± 3.82 0,6014 

DAB II (%) 30.38 ± 2.85 37.61 ± 2.84 0,0853 

DAB III (%) 11.76 ± 1.58 8.84 ± 1.24 0,1620 

DAB IV (%) 14.76 ± 2.66 14.07 ± 2.51 0,8515 

SCSA (%) 3.34 ± 1.16 3.09 ± 1.49 0,7321 

Subdesenvolvida 0.15 ± 0.10 0 0,1654 
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Tabela  5 -  Efeito do plasma na incubação com H2O2 nas taxas de células móveis, vigor, integridade 
da membrana plasmática, espermatozoides com atividade mitocondrial DAB I, DAB II, 
DAB III e DAB IV, e fragmentação de DNA em sêmen equino - São Lourenço, MG - 2011 

 Com plasma Sem plasma P 

Motilidade (%) 31.15 ± 2.05 30.38 ± 2.29 0,8050 

Vigor (0-5) 2.61 ± 0.14 2.84 ± 0.10 0,2004 

Membrana Plasmática (%) 52.61 ± 4.68 46.15 ± 5.43 0,3771 

DAB I (%) 44.23 ± 5.60 42.76 ± 3.96 0,8333 

DAB II (%) 33.00 ± 4.10 33.69 ± 2.95 0,8925 

DAB III (%) 9.23 ± 1.29 8.76 ± 0.80 0,7646 

DAB IV (%) 13.53 ± 2.24 14.76 ± 2.04 0,6892 

SCSA (%) 3.44 ± 1.38 2.67 ± 0.92 0,8988 

Subdesenvolvida 0 0.30 ± 0.17 0,1039 

 

Não houve diferença nas amostras com e sem plasma seminal nas 

diferentes variáveis incubadas em sistema de geração de ânion superóxido (O2
-) e 

H2O2 (Tabelas 4 e 5).  

 

Tabela  6 – Efeito do plasma na incubação com MDA nas taxas de células móveis, vigor, integridade 
da membrana plasmática, espermatozoides com atividade mitocondrial DAB I, DAB II, 
DAB III e DAB IV, e fragmentação de DNA em sêmen equino - São Lourenço, MG - 2011 

 Com plasma Sem plasma P 

Motilidade (%) 32.69 ± 2.01 5.76 ± 3.91 <.0001 

Vigor (0-5) 2.76 ± 0.12 0.46 ± 0.31 <.0001 

Membrana Plasmática (%) 51.07 ± 4.75 7.84 ± 4.90 <.0001 

DAB I (%) 44.15 ± 5.12 9.23 ± 5.57 0,0001 

DAB II (%) 31.76 ± 3.44 5.15 ± 3.50 <.0001 

DAB III (%) 11.84 ± 1.70 1.00 ± 0.67 <.0001 

DAB IV (%) 12.23 ± 1.95 84.61 ± 9.31 <.0001 

SCSA (%) 3.99 ± 1.22 30.76 ± 11.42 0,0833 

Subdesenvolvida 0.15 ± 0.10 0 0,1654 
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Verificou-se que nas amostras tratadas com MDA incubadas com plasma 

seminal houve um aumento significativo das características funcionais avaliadas das 

células em relação com a incubação sem plasma que foram inferiores aos 

espermatozoides. Uma menor porcentagem de espermatozoides móveis e de 

membrana íntegra foi observada nas amostras incubadas sem plasma quando 

comparada com tratamentos com plasma (5.76 ± 3.91, 32.69 ± 2.01, 7.84 ± 4.90, 

51.07 ± 4.75, respectivamente; Tabela 6). Além disto, maiores taxas de 

fragmentação de DNA em espermatozoides e com nenhuma atividade mitocondrial 

foram observadas no grupo sem plasma em relação do grupo com plasma (30.76 ± 

11.42, 3.99 ± 1.22, 84.61 ± 9.31, 12.23 ± 1.95, respectivamente; Tabela 6). 

 

 

Tabela  7 – Efeito do plasma na incubação com radical hidroxil nas taxas de células móveis, vigor, 
integridade da membrana plasmática, espermatozoides com atividade mitocondrial DAB 
I, DAB II, DAB III e DAB IV, e fragmentação de DNA em sêmen equino - São Lourenço, 
MG - 2011 

 Com plasma Sem plasma P 

Motilidade (%) 23.07 ± 2.86        6.92 ± 0.90        <.0001 

Vigor (0-5) 2.53 ± 0.14        1.38 ± 0.14        <.0001 

Membrana Plasmática (%) 51.07 ± 3.37        50.23 ± 6.31        0,9072 

DAB I (%) 13.00 ± 3.40        21.76 ± 4.49        0,1340 

DAB II (%) 20.00 ± 1.67        18.84 ± 2.97        0,7392 

DAB III (%) 5.61 ± 1.17        4.61 ± 1.37        0,5861 

DAB IV (%) 61.38 ± 3.88        54.76 ± 4.28        0,2642 

SCSA (%) 13.09 ± 6.12        92.70 ± 3.25        <.0001 

Subdesenvolvida 0.07 ± 0.07        0.23 ± 0.12        0,2976 

 

Nas amostras incubadas com radical hidroxil incubadas sem plasma 

seminal houve uma menor porcentagem de espermatozoides móveis em relação 

com a incubação com plasma (6.92 ± 0.90, 23.07 ± 2.86, respectivamente; Tabela 

7). Da mesma forma, maiores taxas de fragmentação de DNA em espermatozoides 
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foram observadas no grupo sem plasma em relação do grupo com plasma (92.70 ± 

3.25, 13.09 ± 6.12, respectivamente; Tabela 7). 

 

Tabela  8 - Efeito do plasma nas alterações morfológica, nas taxas de espermatozoides com 
acrossomo íntegro e susceptibilidade ao estresse oxidativo em sêmen equino - São 
Lourenço, MG - 2011 

 Com plasma Sem plasma P 

Integridade acrossomal (%) 74.11 ± 1.57 73.38 ± 2.00 0,9287 

MDA sptz (ng/10
6
sptz) 30.04 ± 3.85 22.25 ± 3.48 0,1085 

Estreita na base 0.28 ± 0.11 0.19 ± 0.08 0,5050 

Contorno anormal 0.19 ± 0.06 0.03 ± 0.02 0,0252 

Solta anormal 0.09 ± 0.04 0.03 ± 0.02 0,3097 

Formas duplas 0.28 ± 0.09 0.25 ± 0.07 0,7561 

Acrossomo 0.01 ± 0.01 0.01 ± 0.01 1,0000 

Cauda dobrada com gota 1.67 ± 0.37 1.26 ± 0.41 0,4741 

Cauda fortemente enrolada 0.96 ± 0.17 1.00 ± 0.16 0,8718 

Cauda fortemente dobrada 12.32 ± 1.44 12.30 ± 1.44 0,9925 

Gota proximal 9.00 ± 1.08 7.73 ± 1.05 0,4041 

Gigante 0.03 ± 0.02 0.15 ± 0.07 0,1507 

Inserção abaxial 4.17 ± 0.97 4.21 ± 1.21 0,9803 

Solta normal 0.50 ± 0.13 0.46 ± 0.13 0,8401 

Inserção obliqua 0.94 ± 0.29 0.09 ± 0.04 0,0061 

Inserção retroaxial 0.13 ± 0.04 0.13 ± 0.04 1,0000 

Cauda enrolada 0.86 ± 0.19 0.76 ± 0.22 0,7485 

Cauda dobrada 4.19 ± 0.43 4.36 ± 0.54 0,8044 

Gota distal 2.00 ± 0.40 1.63 ± 0.39 0,5216 

Normais 62.36 ± 1.84 65.46 ± 2.02 0,1992 
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Tabela  9 –  Efeito das incubações com diferentes espécies reativas de oxigênio e do subproduto da 
peroxidação lipídica (Ânion: ânion superóxido; H2O2: peróxido de hidrogênio; MDA: 
malondialdeído; Hidroxil: radical hidroxil) nas alterações morfológicas, integridade 
acrossomal e susceptibilidade ao estresse oxidativo em sêmen equino - São Lourenço, 
MG - 2011 

 Ânion H2O2 MDA Radical 

Hidroxil 

Integridade 

Acrossomal (%) 

73.11 ± 2.00 73.76 ± 2.08 71.50 ± 3.44 76.61 ± 2.38 

MDASptz 

(ng/10
6
sptz) 

21.30 ± 3.41
ab

 24.20 ± 3.85
ab

 16.33 ± 8.56
b
 34.73 ± 6.32

a
 

Estreita na base 0.34 ± 0.19 0.38 ± 0.17 0.11 ± 0.08 0.11 ± 0.06 

Contorno anormal 0
b
 0.11 ± 0.06

ab
 0.19 ± 0.09

a
 0.15 ± 0.07

ab
 

Solta anormal 0.03 ± 0.03 0.11 ± 0.08 0.07 ± 0.05 0.03 ± 0.03 

Formas duplas 0.34 ± 0.14 0.19 ± 0.11 0.19 ± 0.09 0.34 ± 0.13 

Acrossomo 0 0.03 ± 0.03 0.03 ± 0.03 0 

Cauda dobrada c/ 

gota 

1.84 ± 0.64
ab

 2.38 ± 0.80
a
 0.96 ± 0.32

ab
 

 

0.69 ± 0.22
b
 

 

Cauda fortemente 

enrolada 

0.92 ± 0.25 0.88 ± 0.20 

 

1.03 ± 0.24 1.07 ± 0.24 

Cauda fortemente 

dobrada 

12.61 ± 1.66 12.69 ± 2.06 

 

10.80 ± 2.14 

 

13.15 ± 2.31 

Gota proximal 10.07 ± 1.36
a
 10.00 ± 1.62

a
 9.07 ± 1.57

a
 4.30 ± 1.24

b
 

Gigante 0.11 ± 0.11 0.07 ± 0.05 0.19 ± 0.09 0 

Inserção abaxial 5.03 ± 1.75 3.84 ± 1.47 3.11 ± 1.27 4.76 ± 1.70 

Solta normal 0.34 ± 0.16 0.73 ± 0.25 0.42 ± 0.17 0.42 ± 0.14 

Inserção obliqua 0.57 ± 0.28 0.69 ± 0.31 0.38 ± 0.34 0.42 ± 0.28 

Inserção retroaxial 0.11 ± 0.06 0.11 ± 0.06 0.07 ± 0.05 0.23 ± 0.08 

Cauda enrolada 0.57 ± 0.17 1.11 ± 0.48 0.96 ± 0.23 0.61 ± 0.18 

Cauda dobrada 4.42 ± 0.66 4.15 ± 0.58 3.92 ± 0.82 4.61 ± 0.70 

Gota distal 2.38 ± 0.77 2.03 ± 0.53 2.00 ± 0.48 0.84 ± 0.39 

Normais 60.26 ± 2.65
b
 60.65 ± 2.57

b
 66.38 ± 2.66

ab
 68.34 ± 2.86

a
 

a,b,c: letras diferentes indicam diferença estatística (p<0,05) 



    51 

  

As diferenças encontradas em algumas anormalidades espermáticas frente às 

diferentes espécies reativas de oxigênio ocorreram apenas naqueles defeitos com 

baixa prevalência (Tabelas 8 e 9). 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

Observamos que, nas amostras incubadas com as espécies reativas de 

oxigênio e malondialdeído na presença de plasma seminal, o radical hidroxil 

apresentou-se mais deletério do que as outras induções. De fato, esta espécie 

reativa de oxigênio é considerada a mais instável e que, portanto, apresenta maior 

reatividade (capacidade de receber e doar elétrons). Neste contexto, o radical 

hidroxila é potencialmente o mais lesivo aos compostos biológicos que as demais 

EROs.  A sua formação em sistemas biológicos advém das reações de Fenton e 

HBER-WEISS, as quais ocorrem através da reação entre uma molécula de peróxido 

de hidrogênio e uma molécula de Fe2+ ou Cu+, metais de transição que estão 

geralmente ligados à proteínas como a ferritina (ARUOMA et al., 1989; NICHI, 2003; 

RODRIGUES, 2009). A proteção enzimática é fundamental uma vez que cliva o 

peróxido de hidrogênio através da enzima catalase e do sistema enzimático 

glutationa peroxidase/glutationa redutase (KANKOFER et al., 2005) impedindo a 

formação do radical hidroxil. Entretanto, moléculas que aprisionam em sítios os 

metais de transição (tal como lactoferrina) e antioxidantes não enzimáticos (tal como 

o sistema vitamina E e ascorbato) parecem exercer proteção acessória contra 

estresse oxidativo causado pelo radical hidroxila. Visto que o espermatozoide é uma 

célula com citoplasma muito restrito e com maquinaria para síntese de biomoléculas 

quase nula, é extremamente dependente de proteção antioxidante extracelular 

proveniente do plasma seminal (RODRIGUES, 2009). Além disto, a membrana 

espermática apresenta grande quantidade de ácidos graxos poli-insaturados, ricos 

em duplas ligações (i.e., insaturações) (PARKS; HAMMERSTEDT, 1985). A 

presença destes ácidos graxos é extremamente importante para que o 

espermatozoide apresente uma membrana mais fluida, fundamental para a 

mobilidade celular e nos processos de fertilização (LANGLAIS; ROBERTS, 1985; 

LADHA, 1998). No entanto, as ligações carbono-hidrogênio, adjacentes a estas 

ligações duplas, são mais instáveis e mais vulneráveis ao ataque das EROs, 

resultando na formação de produtos tóxicos aos sistemas biológicos, sendo o 

malondialdeído o principal produto da peroxidação lipídica (VERNET; AITKEN; 

DREVET, 2004; NICHI et al., 2007). O plasma seminal contém uma gama de 

substâncias nutritivas e protetoras, que podem estar atuando como moduladores 
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das condições para reação de Fenton. Seu efeito sobre o status oxidativo e funcional 

dos espermatozoides pode ser observado no presente experimento (motilidade com 

e sem plasma: 23.07 ± 2.86, 6.92 ± 0.90, SCSA™ com e sem plasma: 13,09 ± 6,12, 

92.70 ± 3.25, respectivamente). 

Por outro lado, nas amostras incubadas sem o plasma seminal, houve uma 

maior susceptibilidade das células ao MDA, produto do ataque das EROs a lipídios, 

substância tóxica capaz de prejudicar vários mecanismos fisiológicos do corpo 

humano através de sua capacidade de reagir com biomoléculas (DEL RIO; 

STEWART; PELLEGRINI, 2005; VALKO et al., 2007). Por isso, é fundamental 

considerar esta molécula como algo mais do que um marcador da peroxidação 

lipídica, mas sim um indicativo de alto risco de mutação (MARNETT, 1999). 

O MDA apresenta alta reatividade e longevidade, além da capacidade em 

atuar dentro e fora das células, interagindo com biomoléculas, tais como ácidos 

nucleicos e proteínas causando danos irreversíveis nos mecanismos celulares. O 

produto principal desta reação é conhecido como pyrimido[1,2-α]purin-10(3H)-one 

(M1G) que está em equilíbrio com a forma de N2 - oxopropenil - guanosina aberta. O 

mecanismo proposto para esta mutação indica claramente que M1G é capaz de 

induzir mutações chamadas de “frame-shift”, nas quais ocorrem inserções ou 

deleções dos pares de bases nitrogenadas. Além disso, um mecanismo alternativo 

de genotoxicidade envolve a capacidade do MDA em criar ligações cruzadas 

intercadeias no DNA que têm efeitos biológicos potentes (DEL RIO; STEWART; 

PELLEGRINI, 2005).  

De fato, diversos estudos relacionam o MDA como fator importante na 

etiologia de diversos eventos patológicos. Por ser um potente agente neurotóxico e 

apresentar meia vida maior do que as espécies reativas de oxigénio  

(ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991), o seu acúmulo é crítico na 

patogênese do envelhecimento (NG et al., 2005), isquemia cerebral e várias 

doenças neurodegenerativas, incluindo a doença de Alzheimer (LOVELL; 

MARKESBERY, 2007), doença de Parkinson e esclerose amiotrófica (SMITH, Y. et 

al., 2012). Seus níveis estão elevados drasticamente em tecidos cerebrais (NG et 

al., 2005; BERGAMINI; SEGHIERI, 2006;; UTTARA et al., 2009). O MDA é toxico a 

vários tipos de células in vitro, incluindo eritrócitos humanos (ALLEGRA et al., 2002), 

neurônios cultivados do hipocampo (CHENG et al., 2011), células endoteliais 
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(HIPKISS, 2005) e fibroblastos (RITTIÉ et al., 2002). No entanto, o mecanismo 

detalhado desta toxicidade não está totalmente elucidado. 

Sabe-se que o plasma seminal apresenta uma variada composição de 

proteínas seminolípedes, gorduras, açucares e proteínas sendo identificadas em 

trabalhos prévios com Mangalarga Marchador (ZAHN, 2006). Dentre as proteínas 

presentes no plasma seminal de garanhões que poderiam ser responsáveis pelos 

resultados encontrados no presente experimento, a carnosina é uma possibilidade. 

Ela é uma proteína relatada em diversos estudos como a principal responsável pela 

proteção contra o acúmulo de MDA e seus efeitos deletérios (HIPKISS et al., 1997, 

1998; GUIOTTO et al., 2007; CHENG et al., 2011). De fato, esta proteína foi 

identificada no sêmen de algumas espécies como suínos, ovinos (DUCCI et al., 

2006) e garanhões (DUCCI et al., 2005). 

A carnosina é um dipeptideo, composto de β -alanina e L-histidina, que em 

mamíferos é encontrada no músculo esquelético,  bulbo olfatório, regiões do cérebro 

e em outros tecidos e fluidos corporais (BOLDYREV; ALDINI; DERAVE, 2013). A 

carnosina é considerada um agente anti-oxidante e eliminador de radicais livres, 

tampão fisiológico, neurotransmissor, quelante de metais, imunoestimulante e atua 

na regeneração tecidual (CHENG et al., 2011). Uma das formas de atuação da 

carnosina ocorre através da diminuição da velocidade de senescência e aumento no 

tempo de vida (limite de Hayflick) de culturas de fibroblastos humanos, além de inibir 

seletivamente o crescimento de cultura de células neoplásicas (HIPKISS et al., 

1998). De acordo com a teoria de Hayflick, as células possuem um número máximo 

de divisões mitóticas possíveis. Isso ocorre, pois, a cada divisão celular, ocorre um 

encurtamento dos telômeros associados ao DNA. Desta forma, após certo número 

de divisões, a célula entra em senescência (HAYFLICK, 1965). Estudos indicam que 

a carnosina é capaz de aumentar o limite de Hayflick (MCFARLAND; HOLLIDAY, 

1994), e diminuir a velocidade de encurtamento telomérico (SHAO; LI; TAN, 2004).  

Por esta característica a carnosina tem sido chamada de proteína 

antienvelhecimento. 

Uma série de modificações nas proteínas após a síntese (e.g., desaminação, 

oxidação e glicação não-enzimática) é característica de envelhecimento e doenças 

relacionadas a estes processos. Os produtos avançados de glicação (AGEs 

advanced glycation end-products) são formados por meio da reação de glicação não 

enzimática de escurecimento, também conhecida como reação de Maillard. Trata-se 
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de uma grande variedade de substâncias formadas a partir de uma reação 

caracterizada pela junção do grupo aldeído dos açúcares redutores com o grupo 

amino das proteínas, de peptídios ou de aminoácidos (HIPKISS et al., 1998). Esta 

reação forma complexos intermediários que formam, no final da reação, complexos 

de cor marrom que se depositam nos tecidos. A reação de Maillard, primeiramente 

estudada na indústria alimentícia, é a responsável pelo aspecto dourado dos 

alimentos após assados. No entanto, devido aos altos índices de glicose 

encontrados nos pacientes, diversos estudos passaram a comprovar a participação 

fundamental da reação de Maillard em processos de envelhecimento precoce em 

pacientes diabéticos (BROWNLEE; VLASSARA; CERAMI, 1984). Posteriormente, 

diversos estudos convergiram para a conclusão que as reações de cross-linking de 

proteínas (ligações entre moléculas lineares produzindo polímeros tridimensionais 

com alta massa molar e consequentemente tornando sua estrutura mais rígida) 

induzidas por carboidratos são diretamente responsáveis pelo envelhecimento 

mesmo em pacientes não diabéticos (CERAMI, 1985). De fato os AGEs tem sido 

relatados como principais fatores no desenvolvimento de doenças tais como a 

doença de Alzheimer (SMITH et al., 1995), osteoporose (RONCERO-RAMOS et al., 

2013), aterosclerose (THORPE; BAYNES, 1996), glaucoma (TEZEL; LUO; YANG, 

2007), degeneração macular (STITT, 2005), entre outras.  

Alguns estudos indicam que o malondialdeído pode exacerbar os efeitos 

deletérios da reação de Maillard (GOMEZSANCHEZ; HERMOSIN; MAYA, 1992), e 

que produtos intermediários desta reação podem coexistir e reagir com o MDA, 

formando subprodutos ainda mais tóxicos, especialmente em ambientes ricos em 

lipídeos (SCHUTT et al., 2003).  

Neste contexto, estudos indicam que a carnosina atenua a lesão celular 

induzida tanto pela reação de Maillard (ALHAMDANI; AL-AZZAWIE; ABBAS, 2007) 

como pelo MDA (GUIOTTO et al., 2007).  A proteção da carnosina contra os danos 

induzidos pelo MDA é mediada pela reação desta proteína com o aldeído, evitando 

os danos a proteínas importantes. Efeito semelhante é observado quando os 

aldeídos de açucares redutores são utilizados para provocar a cross-linking de 

proteínas, provavelmente por causa da semelhança do dipeptídeo para alguns sítios 

de glicação de proteínas preferenciais (HIPKISS et al., 1998). De fato, parece não 

ser uma coincidência que a estrutura da carnosina se assemelhe às da lisina e 

histidina, os resíduos de aminoácidos mais prontamente oxidáveis durante o 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmeros
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envelhecimento protéico (HIPKISS et al., 1998). Além disto, a estrutura da carnosina 

torna este peptídeo prontamente glicável por aldeídos de açúcar. A carnosina se 

prende aos aldeídos derivados da peroxidação lipídica, trabalhando como nucleófilos 

sacrificiais 'aldeído sequestrantes', e macromoléculas celulares, atenuando desta 

forma os danos e progressão do processo oxidativo (BURCHAM et al., 2002).  

Era esperado que a maior lesão à cromatina ocorresse com a indução do 

radical hidroxil que é o mais reativo das biomoléculas. De fato, isto ocorreu nas 

amostras com a presença de plasma seminal. Neste caso, a lesão de DNA pode ser 

atribuída ao ataque do radical hidroxil que cliva o DNA devido ao ataque das pontes 

de dissulfeto presentes na estrutura dupla helicoidal da cromatina. A fragmentação 

de DNA induzida pelo radical hidroxil resulta na formação das moléculas 8-OH-

guanosina e 8-OH-2’-desoxiguanina em uma primeira fase, seguida por uma 

fragmentação de DNA de fita dupla. Enquanto os danos de DNA da primeira fase 

poderiam ser reparados pelo oócito, os danos de fita dupla são irreversíveis e 

incompatíveis com os processos de fertilização. Portanto a presença de danos 

extensos na fita dupla de DNA e os altos níveis de 8-OH-guanosina e 8-OH-2’-

desoxiguanina induzidos pelo radical hidroxila durante o transporte dos 

espermatozoides através dos túbulos seminíferos e epidídimo poderia comprometer 

gravemente o desenvolvimento embrionário e o desenvolvimento de uma gestação 

viável. No entanto, mesmo que os danos induzidos por este radical não sejam 

significativos, a probabilidade de uma gestação ser viável ainda dependerá de outros 

fatores como: a porcentagem de células com DNA fragmentado, a extensão do dano 

de DNA por célula, os níveis de 8-OH-guanosina e 8-OH-2’-desoxiguanina, as 

regiões do DNA que estão danificadas (íntrons x exons) e a capacidade do oócito de 

reparar este dano (ALVAREZ, 2005). 

  Apesar do radical hidroxila ser extremamente lesivo ao DNA, como já era 

esperado, ao retirar o plasma seminal das amostras incubadas com MDA, 

observamos um aumento significativo da porcentagem de espermatozoides 

susceptíveis a desnaturação ácida da cromatina. Provavelmente isso ocorreu devido 

à ausência de substâncias tais como a carnosina, presente no plasma seminal, que 

inibiriam o efeito tóxico do malondialdeído assim como sua reação com produtos da 

reação de Maillard, que geraria compostos ainda mais tóxicos. De fato, Baumber et 

al. (2003) demonstraram o efeito tóxico do MDA ao espermatozoide equino e sua 
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capacidade de induzir a fragmentação do DNA espermático, como consequência do 

estresse oxidativo.  

Estudos demonstram que o acúmulo de proteínas do grupo carbonila está 

associado ao estresse oxidativo, sendo que, estas proteínas, assim como o MDA 

são consideradas biomarcadores deste estresse (DALLE-DONNE et al., 2003). De 

fato, o grupo carbonila está relacionado com os danos oxidativos a neurônios 

causados pelo MDA, desencadeando um influxo e sobrecarga de cálcio, 

mecanismos relacionados ao estresse oxidativo de origem mitocondrial, podendo 

agravar tais danos (CAI et al., 2009; PENG; JOU, 2010). Em concordância a estes 

achados, em isolados mitocondriais in vitro de neurônios de ratos, o MDA deprimiu o 

potencial de membrana mitocondrial, inibiu o complexo mitocondrial I e II do 

processo de fosforilação oxidativa e elevou os níveis de espécies reativas de 

oxigênio mitocondriais  (LONG et al., 2009), o que contribuiria para a nova produção 

de MDA, gerando uma reação em progressão geométrica (ciclo de feedback positivo 

de geração MDA induzida pelo MDA é mais marcante, porque a meia-vida do MDA é 

maior do que as espécies reativas de oxigênio que são facilmente eliminados) 

(CHENG et al., 2011). De fato, no presente experimento, as amostras incubadas 

com MDA sem a presença de plasma seminal, apresentaram uma marcante 

depressão da atividade mitocondrial caracterizada pela diminuição nas células DABI 

(alta atividade mitocondrial) e um aumento significante dos espermatozoides com 

DAB IV (ausência de atividade mitocondrial; DAB I - O2
-: 39,46 ± 3,82a; H2O2: 42,76 ± 

3,96a; MDA: 9,23 ± 5,57b; OH-: 21,76 ± 4,49b; DAB IV - O2
-: 14,07 ± 2,51c; H2O2: 

14,76 ± 2,04c; MDA: 84,61 ± 9,31a; OH- 54,76 ± 4,28b). 

 Este efeito pode ser atribuído, pela interação do MDA com grupos amino, 

fosfolípides e proteínas de membranas formando produtos secundários que se 

depositam nas células em regiões em alta atividade citoquimica como o citosol 

mitocondrial. Esses conjugados, com destaque para as lipofuscinas, desempenham 

tal papel em função de sua deposição ocorrer em ultra-estruturas como 

mitocôndrias. Em adição, vale ressaltar que a lipofuscina é um marcador de célula 

senescente, material polimérico intralisossômico que não pode sofrer exocitose ou 

ser degradado, e continuamente é acumulado durante o tempo de vida de uma 

célula, sugerindo que sua formação é governada pelas EROs (CHOWDHURY et al., 

2004). 
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 A carnosina retarda a senescência pois suprime intracelularmente os efeitos 

deletérios das proteínas do grupo carbonila, reagindo com eles de modo a formar 

proteínas carnosiniladas, que tem seu destino muito discutido, incluindo a formação 

de lipofuscina e proteólise através de proteossoma. A lipofuscina formada entre 

carbonilas de proteínas / lipídios e carnosina é inerte, ao passo que a forma gerada 

em ausência de carnosina seria capaz de reagir com outras macromoléculas 

celulares, através dos grupos de carbonilas (BROWNSON; HIPKISS, 2000). 

Portanto a retirada do plasma seminal e consequentemente da carnosina justificaria 

o efeito deletério do malondialdeído sobre a atividade mitocondrial. 

Esperava-se que a presença do plasma seminal fosse marcante na 

manutenção das funções celulares em contato com todas as espécies reativas de 

oxigênio, no entanto, nas incubações com ânion superóxido e peróxido de 

hidrogênio, mesmo sem a presença do plasma seminal, tais espécies reativas não 

foram significativamente deletérias. No entanto não podemos afirmar a ausência de 

danos causados por estas EROs, já que a ausência de um grupo controle no 

presente experimento não permitiria tal suposição.  

O ânion superóxido, gerado a partir da molécula de oxigênio pela adição de 

um elétron, não é altamente reativo, pois não consegue penetrar em membranas 

lipídicas, ficando restrito ao compartimento onde é produzido. A formação do 

superóxido acontece espontaneamente, especialmente no ambiente aeróbico, rico 

em elétrons, próximo à membrana mitocondrial interna, que ocorre devido ao escape 

de elétrons da cadeia respiratória (NORDBERG; ARNÉR, 2001). 

Os mecanismos antioxidantes que protegem o espermatozoide contra os 

danos do ânion superóxido e o H2O2 são os enzimáticos, que atuam em cascata 

(Figura 2), sendo que, a superóxido dismutase provoca a dismutação do ânion 

superóxido (O2
-), provocando a formação do peróxido de hidrogênio (H2O2) que 

apesar de não ser um radical livre, exerce efeitos citotóxicos (KANKOFER et al., 

2005). Este, por sua vez, pode ser destruído pela catalase ou pelo sistema 

glutationa peroxidase/glutationa redutase (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985), 

evitando a formação do radical hidroxila (OH-), considerada a ERO mais  prejudicial 

ao espermatozoide (HALLIWELL, 1991). Em adição, possivelmente os 

espermatozoides equinos são resistentes aos ataques do ânion superóxido e do 

peróxido de hidrogênio nestas concentrações, pois independem da ação protetora 

antioxidante do plasma seminal. Diferente do que acontece em humanos, segundo 
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Armstrong et al. (1991), eles sugerem que o H2O2 é a ERO que causa mais danos 

aos espermatozoides in vitro, principalmente devido à sua alta capacidade em 

penetrar membranas biológicas, por ter uma meia vida mais longa que o radical 

hidroxila, agindo por um período mais prolongado e por possuir função deletéria em 

relação aos níveis intracelulares de ATP ocasionando a diminuição da motilidade 

espermática.  

De fato, estudos realizados em nosso laboratório vêm demonstrando que há 

uma variação na susceptibilidade da célula espermática as diferentes EROs 

dependendo da espécie animal envolvida e condição biológica (por exemplo, 

amostras com plasma seminal x sem plasma ou amostras in natura x 

criopreservadas). Tais estudos objetivam um tratamento antioxidante direcionado, 

dependendo da ERO envolvida considerada mais deletéria. Esta etapa é essencial 

para eficiência de um tratamento antioxidante já que cada antioxidante possui 

predileção por um determinado agente pró-oxidativo (NORDBERG; ARNÉR, 2001). 

No entanto, a eficiência deste procedimento depende de uma série de outros 

fatores. É necessário, por exemplo, que o sistema alvo esteja em estresse oxidativo, 

ou seja, sob ação de uma quantidade de EROs que sobrepuje a capacidade 

antioxidante de tal sistema (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985; NICHI, 2009). Além 

disso, o estudo adequado da dose é essencial, já que uma quantidade exacerbada 

de antioxidantes pode exercer um efeito inibitório do papel fisiológico das EROs e 

consequentemente bloquear eventos importantes da fisiologia espermática e dos 

processos de fertilização (DE LAMIRANDE et al., 1997; NICHI et al., 2007). Portanto 

o presente estudo pode preceder futuros experimentos envolvendo o tratamento 

antioxidante do sêmen equino que podem ser aplicados, por exemplo, em algumas 

biotecnologias do sêmen, tais como a refrigeração e criopreservação espermática, já 

que estas técnicas possuem a capacidade de induzir o estresse oxidativo seminal 

(BAILEY; BLODEAU; CORMIER, 2000; AGARWAL; SAID, 2005; THOMSON et al., 

2009). 
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Figura 2 - Cadeia de formação das EROs e a destruição pelos seus respectivos antioxidantes 
enzimáticos  

 Fonte: (NELDELJKIVIC; GOKCE; LOSCALZO, 2003). 

 

As diferenças encontradas em algumas anormalidades espermáticas frente às 

diferentes espécies reativas de oxigênio, como as alterações de cauda dobrada com 

gota e gota proximal, têm sua origem no testículo, ou seja, antes que qualquer efeito 

advindo da manipulação do sêmen possa ser observado. O projeto foi realizado na 

contra estação e sabidamente a concentração de testosterona está menor. Com 

menos testosterona no parênquima testicular a fagocitose de células anormais pelas 

células de sertoli está tão diminuída quanto a liberação de espermatozoides no 

epidídimo. Este evento é observado pela diminuição da libido, da concentração 

espermática, do aumento das alterações morfológicas características de 

reprodutores estacionais fora da temporada de monta (BLOTTNER et al., 2001; 

JANETT et al., 2003). 
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8 CONCLUSÕES 

  

A susceptibilidade do espermatozoide equino ao estresse oxidativo é variável 

de acordo com a espécie reativa de oxigênio empregada na incubação; as espécies 

mais deletérias no presente experimento foram a malondialdeído e principalmente o 

radical hidroxil o que já era esperado.  

 Houve um efeito benéfico quanto a manutenção das funções celulares e 

status oxidativo em amostras cujo plasma seminal foi preservado. A proteção  

atribuída ao plasma seminal influenciou parâmetros como atividade mitocondrial, 

susceptibilidade a denaturação ácida da cromatina e índice de peroxidação lipídica. 

O plasma seminal exerceu mais pronunciada proteção aos eventos desencadeados 

pela malondialdeído. 

A composição de muitas moléculas presentes no plasma seminal ainda é 

desconhecida então não se descarta a possível ação antioxidante de qualquer 

dessas moléculas. Estudos futuros envolvendo tanto a susceptibilidade ao ataque da 

EROs e composição bioquímica do plasma seminal equino se fazem necessários 

para se estabelecer a fisiologia e metaboloma do plasma seminal.  
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