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RESUMO 

FRIAS, H. T. Efeito do desacoplamento mitocondrial no processo de 

criopreservação de espermatozoides ovinos. 2022. 70f. Dissertação (Mestrado 

em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2022. 

O processo de criopreservação de espermatozoides é uma biotecnologia de 

grande importância na pecuária brasileira. Porém, essa técnica causa uma diminuição 

considerável da qualidade espermática, ocorrendo perda de motilidade e aumento de 

danos nos espermatozoides. Uma das causas desta perda de qualidade é por conta 

do aumento na quantidade de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs), levando a um 

desbalanço oxidativo espermático, denominado estresse oxidativo. O 

espermatozoide possui citoplasma reduzido e, consequentemente menor 

quantidades de moléculas antioxidantes, dificultando sua defesa contra as EROs. 

Além disso, ele carece de mecanismos de reparação celular e uma maior quantidade 

de ácidos-graxo insaturados em sua membrana, o que predispõe ainda mais essas 

células aos ataques das EROs. Terapias antioxidantes são uma alternativa para a 

diminuição do estresse oxidativo durante o processo de criopreservação, porém as 

EROs também possuem papel fisiológico na maturação dessas células. Portanto uma 

terapia antioxidante antes do congelamento dessas células apresenta um desafio, já 

que é necessário encontrar as concentrações ideais de cada molécula antioxidante. 

Acredita-se que a mitocôndria seja a principal fonte energética do espermatozoide, 

que possui essas organelas em grande quantidade em sua peça intermediária, sendo 

essenciais para sua motilidade. Essa produção de energia também leva a produção 

das EROs. Uma alternativa à terapia antioxidante seria um moderado 

desacoplamento mitocondrial, diminuindo a produção dessas EROs. Porém, isso 

também pode causar déficit energético espermático. Pensando nisso, a adição de 

glicose no meio de criopreservação parece interessante, uma vez que estudos 

demonstraram que o espermatozoide também obtém energia através da via 

glicolítica. O objetivo deste estudo foi realizar um moderado desacoplamento 

mitocondrial espermático com o uso da molécula 2,4-dinitrophenol (DNP) em 

diferentes concentrações, associando ou não este tratamento com glicose e analisar 

seus efeitos na funcionalidade, bioenergética e homeostase oxidativa dos 

espermatozoides ovinos submetidos à criopreservação. Foi observada maior 



 

 

porcentagem de espermatozoides com baixa atividade e sem atividade mitocondrial 

em amostras tratadas com 10μM de DNP em relação ao controle (0μM DNP) na 

ausência da glicose. Não foram observadas diferenças significativas nos demais 

atributos espermáticos entre os tratamentos. 

Palavras-chave: estresse oxidativo; biotecnologia; terapia mitocondrial; 

congelamento; sêmen; carneiros; desacoplamento mitocondrial. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

FRIAS, H. T. Effect of mitochondrial uncoupling of ram sperm on the 

cryopreservation process. 2022. 70 p. Dissertation (Masters in Science) – School 

of Veterinary Medicine and Animal Science, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 

2022. 

The cryopreservation of spermatozoa is a biotechnology of great importance in 

Brazilian livestock. However, this technique worsen sperm quality, with loss of motility 

and increased damage to sperm cells. One of the main sources of damage is due to 

increased amounts of Reactive Oxygen Species (ROS) produced in the freezing 

process, leading to oxidative imbalance in sperm called oxidative stress. Spermatozoa 

have reduced cytoplasm and, consequently, lower amounts of antioxidant molecules, 

making it difficult for these cells to inactivate the ROS. In addition, it lacks cellular 

repair mechanisms and have greater amount of unsaturated fatty acids in its 

membrane, which further predisposes these cells to ROS attack. Antioxidant therapies 

is one strategy to reduce oxidative stress during the cryopreservation process, but 

ROS also have a physiological role on the maturation of these cells. Therefore, an 

antioxidant therapy before freezing sperm proves to be complicated, since it is 

necessary to find the ideal concentrations of each antioxidant molecule. The 

mitochondria seems to be the main energy source of the spermatozoa, which have 

these organelles in large quantities in its midpiece portion, and they are essential for 

its motility. The ATP production can also rise ROS levels. An alternative to the 

antioxidant therapy would be a moderate mitochondrial uncoupling, regulating the 

production of the ROS. However, this can also cause sperm energy deficit. With that 

in mind, the addition of glucose in the cryopreservation medium seems interesting, 

since studies have shown that sperm can also obtain energy through the glycolytic 

pathway. The objective of this study was to perform a moderate sperm mitochondrial 

uncoupling using the molecule 2,4-dinitrophenol (DNP) in different concentrations, 

associated or not with glucose and to analyze its effects on functionality, bioenergetics 

and oxidative homeostasis of frozen ram sperm. Higher percentage of spermatozoa 

with low mitochondrial activity and no mitochondrial activity were observed in samples 

treated with 10μM DNP in comparison with the control group (0μM DNP), in absence 

of glucose. No significant differences were observed in other sperm attributes between 

the groups. 



 

 

 

Keywords: oxidative stress; biotechnology; mitochondrial therapy; freezing; semen; 

ram; mitochondrial uncoupling. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A venda de doses de sêmen de touros no Brasil teve um crescimento de 21% 

entre os anos de 2020 e 2021, atingindo o número de 28.706.330 doses 

comercializadas para o cliente final, exportação e prestação de serviço em 2021 

comparado a 23.705.584 doses em 2020 (ASBIA, 2021), o que indica o aumento do 

uso de tecnologia nas produções de leite e corte no país.  

O comércio dessas doses ao longo de todo o território nacional e a sua 

exportação só são possíveis devido ao avanço das técnicas de criopreservação 

espermática, que teve início com a descoberta acidental do glicerol como crioprotetor 

(POLGE, 1949). No uso das biotecnologias reprodutivas, de uma maneira geral, as 

células espermáticas passam pelas seguintes etapas após sua coleta: diluição em 

meio com crioprotetor, refrigeração, envase, congelação, armazenamento e 

descongelação. Elas causam alterações que podem inviabilizar a habilidade 

fecundante por conta de mudanças estruturais e funcionais na membrana e no 

metabolismo dos espermatozoides (HAMMERSTEDT, 1990), que também produzem 

maiores quantidades de espécies reativas de oxigênio (EROs) conforme o 

decréscimo da temperatura na etapa de refrigeração do sêmen, levando ao estresse 

oxidativo (WANG et. al., 1997; CHATTERJEE S., 2001). 

As EROs são moléculas reativas intermediárias que são formadas durante o 

processo de respiração aeróbica, na redução do oxigênio (O₂) em água (H₂O) na 

mitocôndria (HROUDOVÁ, 2013). Em concentrações baixas e controladas elas são 

responsáveis por processos fisiológicos espermáticos essenciais para a aquisição da 

habilidade fecundante dessas células. Em maiores concentrações, são responsáveis 

por induzir danos às diversas estruturas dos espermatozoides como membrana 

plasmática (peroxidação lipídica), DNA e aumento de fatores indutores de apoptose 

(DE LAMIRANDE, 1997; AGARWAL, 2014). Em um cenário de homeostase oxidativa, 

o espermatozoide possui mecanismos antioxidantes protetores capazes de impedir o 

aumento da concentração das EROs para níveis patológicos (HENKEL, 2011). 

Porém, durante a criopreservação, sua capacidade antioxidante é reduzida e suas 

estruturas ficam mais suscetíveis ao ataque das espécies reativas, resultando em 

perda de fertilidade e menor capacidade fecundante (BILODEAU, 2000). 
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Diversos estudos empregaram a suplementação com antioxidantes nos 

diluidores de sêmen com a finalidade de combater o possível estresse oxidativo, que 

pode acontecer durante do processo de congelamento, buscando a melhora da 

qualidade seminal pós descongelamento, porém os resultados são conflitantes (TEN, 

1997; DONELLY, 1997; NICHI, 2001; PEÑA, 2003; TAYLOR, 2009; ZHU, 2017). Uma 

alternativa à terapia antioxidante é atuar na prevenção da formação das EROs. A 

mitocôndria, presente na peça intermediária dos espermatozoides, é uma importante 

fonte de energia. Porém, essa organela também é uma importante fonte de EROs, 

que tem sua produção aumentada em mitocôndrias disfuncionais (WEI et. al, 2001; 

FEDERICO, 2012). Com isso, o uso de protetores mitocondriais pode ser uma opção 

interessante para diminuir o estresse oxidativo na criopreservação espermática. 

Uma possibilidade de terapia mitocondrial seria realizar um moderado 

desacoplamento dessas organelas (CUNHA, 2011). O efeito protetor de moléculas 

desacopladoras foi verificado em estudos de modelos de doenças que têm origem em 

disfunções mitocondriais e anóxia, com o uso do desacoplador 2,4-dinitrofenol (DNP) 

(GEISLER, 2019; CALDEIRA, 2008; MINERS, 2000). Esse efeito protetor 

similarmente foi verificado em espermatozoides de peixes (FANG, 2014) e primatas 

(DONG, 2010). Apesar do possível efeito protetor dos desacopladores mitocondriais 

contra danos oxidativos, estas moléculas, por realizarem moderada despolarização 

mitocondrial, podem ocasionar um déficit energético celular por conta de que uma 

parte dos prótons adentram a matriz mitocondrial por meios não convencionais (sem 

produção energética) e não através da ATP sintase (processo onde acontece a 

fosforilação de uma molécula de ADP, produzindo ATP) (GEISLER, 2011). Sendo 

assim, uma alternativa seria estimular outra via de obtenção de ATP, como a glicólise 

(MUKAI, 2004; LOSANO, 2016).  

Desta forma, realizar um moderado desacoplamento mitocondrial em 

espermatozoides de carneiros utilizando o DNP associado à glicose pode ser uma 

alternativa viável para evitar a produção em excesso das EROs durante a 

criopreservação, prevenindo danos estruturais nas células, atingindo maior qualidade 

seminal após o descongelamento e consequente o aumento da capacidade 

reprodutiva com a utilização de biotecnologias reprodutivas. Para este propósito, é 

possível a utilização de ejaculados de carneiros como modelo experimental, visto que 

ainda existem limitações quanto à sua congelabilidade (PERIS-FRAU, 2020). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Importância das biotecnologias utilizadas na reprodução assistida 

 A utilização de recursos tecnológicos em reprodução tem buscado diminuir 

perdas e melhorar as capacidades reprodutivas de humanos e animais sendo que, no 

caso do segundo, essa missão também tem como objetivo o melhoramento genético 

(SALVADOR, 2019). O emprego da inseminação artificial em tempo fixo (IATF), maior 

técnica de inseminação artificial utilizada atualmente em rebanhos nacionais, cresceu 

nos últimos anos, atingindo a venda de 26.480.025 protocolos em 2021 (BARUSELLI, 

2021), acompanhada pelas vendas de doses de sêmen por centrais de inseminação 

(ASBIA, 2021).  

 A industrialização da técnica de criopreservação seminal só foi possível pelos 

avanços científicos desde sua descoberta em 1949, por Polge e colaboradores. O 

aprimoramento do processo de congelamento do sêmen de diversas espécies 

(Sztein, 2018) permitiu que animais geneticamente selecionados distribuíssem de 

uma maneira mais efetiva seus atributos de capacidade reprodutiva superior e 

preferíveis índices zootécnicos (DOMENICO et. al, 2009), contribuindo para a 

melhora dos rebanhos, com grande ajuda da inseminação artificial (BARUSELLI, 

2019). Além do uso na IATF, o sêmen congelado também é empregado na produção 

de embriões in vitro (PIV) e na transferência de embriões (TE), que também vêm 

crescendo em quantidades de embriões produzidos tanto no Brasil como na América 

do Norte e na Europa (GONÇALVES, 2019). A PIV, acompanhada da TE, conseguem 

acelerar o ganho genético do rebanho ao utilizar os gametas de progenitores com 

características desejadas de acordo com os objetivos dos criadores (GOMES, 2021). 

 O uso dessas biotecnologias facilita o manejo, resultam em produção de lotes 

mais homogêneos de bezerros (ANDRADE, 2018) e permitem maior eficiência 

produtiva e reprodutiva (VIZIACK, 2020), sendo possível diminuir a área ocupada por 

rebanhos, o que é importante por conta do impacto ambiental ocasionado pela criação 

extensiva e o desmatamento para a instalação de pastagens (IPAM, 2021). 

Adicionalmente, a adoção da IATF com sêmen criopreservado possibilita que as 

propriedades diminuam a quantidade de touros utilizados para monta natural, 

evitando problemas de manejo, reduzindo custos e a área ocupada por esses 

animais. 
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 Com outro objetivo, muitas dessas biotecnologias são empregadas no estudo 

da reprodução de animais silvestres para o restabelecimento de populações 

ameaçadas. Porém, por conta da grande variedade de espécies, que possuem suas 

particularidades fisiológicas e reprodutivas, maiores dificuldades estão sendo 

enfrentadas nessa área (GONZALES, 2019). Diferentemente dos objetivos da 

reprodução animal, a reprodução humana busca a correção de problemas de 

fertilidade, onde existem evidências do declínio da qualidade seminal ao decorrer das 

últimas décadas, com o aumento no número de homens e mulheres apresentando 

subfertilidade (SENGUPTA, 2017; SKAKKEBAEK, 2022). As causas dessa 

diminuição da fertilidade podem estar além de mudanças comportamentais e 

econômicas ao longo do tempo, mas também estão relacionadas com o estilo de vida 

e onde vivem, com regiões industriais apresentando-se particularmente com menores 

índices de fertilidade (SKAKKEBAEK, 2022). Isso reflete na procura por auxílio de 

técnicas de reprodução assistida que, desde o primeiro nascimento de um ser 

humano por fertilização in vitro (FIV) em 1978, cresceu até mais do que o esperado 

(FADDY, 2018). 

 

2.2 Biotecnologias aplicadas ao sêmen: criopreservação 

 O congelamento de células espermáticas é uma maneira de preservar o 

germoplasma por tempo indeterminado, cessando os seus processos celulares e 

metabólicos de uma maneira que as células recuperem e mantenham sua 

funcionalidade após o descongelamento (MAZUR, 1984).  

Lazzaro Spallanzani (1729-1799) foi um experimentalista italiano que voltou o 

seu foco para ciência do semen na década de 1770, examinando amostras de 

mamíferos, anfíbios e peixes onde encontrou os espermatozoides e, posteriormente, 

sua capacidade de fertilização. Ele também, em 1776, observou que espermatozoides 

permaneciam viáveis após ficarem na neve e depois serem reaquecidos (Clarke, 

2006).  

 Na história mais recente, em 1949, Chris Polge e colaboradores descobriram 

por acaso que o glicerol, confundido com uma solução de frutose, permitia a 

sobrevivência dos espermatozoides após a criopreservação, ainda que sem entender 

o seu mecanismo de ação (Polge, 2006). Em trabalhos contemporâneos de Polge, 

escritos em russo, Bernstein e Petropavlovski utilizaram de 0.5 a 3mM de glicerol para 
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congelar sêmen de touros, coelhos, cachaços, garanhões e carneiros a -21°C (ALI et. 

al, 2017).  

 Crioprotetores são moléculas com grande afinidade de ligação com H₂O, por 

conta disso, eles conseguem diminuir seu ponto de congelamento e sua 

disponibilidade, dificultando e diminuindo a formação de cristais de gelo intracelulares 

(MANDUMPAL, 2010). Além disso, também são capazes de aumentar a 

permeabilidade de membranas, facilitando a saída de água presente no citoplasma e 

sua substituição pelo agente protetor (GURTOVENKO, 2007). Dentre os 

crioprotetores intracelulares, os mais utilizados são o glicerol, o dimetilsulfóxido 

(DMSO), o propilenoglicol (PG) e o etilenoglicol (EG). Eles precisam ser altamente 

solúveis em água em baixas temperaturas, capazes de permear as membranas 

celulares e apresentar baixa toxicidade (PEGG, 2007). 

 Além dos crioprotetores intracelulares, outros compostos são importantes na 

prevenção de danos celulares oriundos do processo de criopreservação. Os 

diluidores de semen também possuem em sua composição, na maior parte das vezes, 

um crioprotetor extracelular (geralmente são utilizados gema de ovo ou leite), 

açúcares (glicose, trealose ou sacarose), sais (ácido cítrico, citrato de sódio) e 

antibióticos (penicilina ou estreptomicina) (EVANS, 1987). A constituição desses 

diluidores pode variar de acordo com a espécie, por conta das diferentes 

características morfológicas e fisiológicas dos espermatozoides entre elas (tamanho 

de cabeça, forma, volume e dimensão de organelas) (THURSTON, 2001). Também 

deve-se levar em conta a tolerância à criopreservação, que é distinta entre as 

espécies e indivíduos (EVANS, 2020 e 2021; PEDROSA et al., 2021).  

Apesar do desenvolvimento dessa tecnologia, ainda existem limitações para 

sua aplicação. Segundo Isachenko, em um estudo publicado em 2003, existe uma 

perda de até 50% das células espermáticas que são submetidas aos protocolos de 

congelamento usuais. Esse baixo aproveitamento se dá principalmente pela queda 

de temperatura, danos osmóticos, formação de cristais de gelo e estresse oxidativo 

(THOMSON, 2009; NICHI, 2009; WOLKERS, 2021).  

 

2.3 Espermatozoides e os efeitos da criopreservação 

 Estruturalmente, os espermatozoides são compostos por cabeça (que carreia 

um núcleo haplóide altamente condensado, cercado de uma fina camada de 
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citoplasma e acrossoma), peça intermediária (onde reside uma população de 

mitocôndrias responsáveis pela produção energética) e cauda. Sua membrana 

plasmática é constituída de uma bicamada de fosfolipídeos rica em ácidos graxos 

poliinsaturados (PUFA), que a concede maior flexibilidade (FLEMING, 1981; 

CHAVARRÍA 1997) e desempenham um papel fundamental para o metabolismo 

lipídico, manutenção da motilidade e capacidade de fusão com o oócito dos 

espermatozoides, além de estarem relacionados com a maior sobrevivência à 

criopreservação e maior fertilidade (KELSO et. al, 1997; VAN TRAN, 2017). 

Os testículos de muitas espécies de mamíferos residem na bolsa escrotal 

localizada, fora do abdômen, com a temperatura de 2 a 6°C menor do que a corporal 

(que giram em torno de 38°C) para garantir que a espermatogênese aconteça 

apropriadamente (WAITES, 1970). Em protocolos de criopreservação 

espermatozoides ovinos coleta-se o ejaculado que é diluído em meio específico para 

sêmen, dividido em alíquotas que são envasadas a 37°C e inicia-se o processo de 

refrigeração até 4°C, onde as palhetas são então colocadas no vapor de nitrogênio 

para em seguida serem mergulhadas em nitrogênio líquido, onde podem ser 

armazenadas por tempo indefinido a -196°C (BATISSACO, 2014). 

 Apesar de permitir a manutenção da viabilidade dessas células por longos 

períodos de tempo em baixas temperaturas, esse processo por qual elas passam 

pode causar danos aos espermatozoides (HEZAVEHEI, 2018). A diminuição da 

fluidez e da integridade da membrana plasmática por mudança do arranjo dos 

fosfolipídios foi observada em amostras seminais criopreservadas de carneiros 

(HINKOVSKA-GALCHEVA, 1989). A desintegração do acrossoma e o descolamento 

parcial da membrana acrossomal está relacionada com os efeitos físicos do 

congelamento (BARTHELEMY, 1990). Por conta da formação de gelo extracelular, as 

células são submetidas a um grande estresse osmótico que causa sua desidratação, 

podendo levar à morte celular (WOLKERS et. al, 2007). O congelamento afeta a 

expressão de genes relacionados à fertilidade, na expressão de proteínas 

espermáticas e mitocondriais associadas à viabilidade, motilidade e integridade 

acrossomal (HEZAVEHEI, 2018).  

 A queda de temperatura no processo de congelamento do sêmen pode causar 

um aumento significativo das espécies reativas de oxigênio (WANG, 1997; KIM, 

2011). Quando em desequilíbrio oxidativo, elas são responsáveis por causar a 

peroxidação lipídica de membranas (DURU et. al, 2000), quebras de DNA 
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espermático (TWIGG, 1998) e maior índice de apoptose precoce de células 

espermáticas (MOHAMED et. al, 2004), diminuindo o potencial de fertilização do 

sêmen (DUTTA, 2019). 

  

2.4 Relação das espécies reativas de oxigênio com o espermatozoide 

Embora as EROs sejam agentes responsáveis por avarias às estruturas das 

células espermáticas, as mesmas possuem papel fisiológico em quantidades 

controladas. Aitken e colaboradores, em 1989, observaram que a peroxidação lipídica 

melhorou a capacidade de ligação à zona pelúcida do espermatozoide humano, 

levantando a hipótese que esse tipo de injúria poderia regular algumas funções 

dessas células. De fato, estudos posteriores confirmaram que a ação dos radicais 

ativa cascatas de sinalização intracelular que resultam na aquisição da capacidade 

fertilizante, como maturação, hiperativação, reação acrossômica e capacitação 

(THOMPSON, 2013; AGARWAL, 2012; DU PLESSIS, 2015). 

Os radicais livres (alguns exemplificados no Quadro 2) são moléculas 

intermediárias que possuem um ou mais elétrons não pareados em sua última 

camada, são altamente reativas e oxidam lipídios, aminoácidos e carboidratos, além 

de serem responsáveis por causar danos ao DNA (SANOCKA, 2004). Um desses 

radicais, o peróxido de hidrogênio (H2O2), em altas concentrações, resultou na perda 

de funções essenciais para a fertilização, afetando a motilidade e a capacidade de 

ligação à zona pelúcida (Oehninger, 1995).  

 

Quadro 1 - exemplos de EROs 

ERO Estrutura química 

Óxido nítrico NO• 

Peroxinitrito ONOO− 

Ânion superóxido O2•- 

Peróxido de hidrogênio H2O2 

Radical hidroxila OH• 

Fonte: (Kowalczyk, 2022.) 
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Leucócitos e espermatozoides morfologicamente anormais parecem ser as 

principais fontes de EROs em ejaculados (AITKEN, 1995), com destaque para as 

células espermáticas que apresentam gota citoplasmática residual (ZINI, 2000). Além 

disso, mitocôndrias disfuncionais também são importantes produtoras de EROs 

(MARCHETTI, 2002). Uma vez que a peça intermediária dos espermatozoides possui 

alta quantidade dessas organelas, os radicais atacam as membranas das 

mitocôndrias ao redor que, ao serem estressadas, aumentam sua produção de EROs, 

estabelecendo-se um ciclo que se retroalimenta, piorando o status oxidativo (SABETI, 

2016). Por serem ricas em PUFAs, as membranas das células espermáticas são mais 

suscetíveis ao ataque das EROs ocorrendo a peroxidação lipídica, que é um processo 

em que o radical sequestra elétrons dos lipídios, produzindo outros radicais 

intermediários que além de danificar DNA, proteínas e diminuírem a atividade 

enzimática, ativa cascatas de processos apoptóticos e morte celular (ŁUCZAJ, 2017; 

SU et. al, 2019).  

Os espermatozoides possuem mecanismos antioxidantes desenvolvidos 

durante a espermatogênese para neutralizar as EROs e garantir a sua proteção 

contra o estresse oxidativo (MENNELLA, 1980; TRAMER, 1998). Todavia, sua 

quantidade é limitada pelo fato que a célula espermática possui pouco citoplasma, 

contendo baixas quantidades de enzimas capazes de neutralizar as EROs 

(CORTADELLAS, 1994). Porém, o líquido seminal produzido pelas glândulas anexas 

que se mistura aos espermatozoides durante a ejaculação é rico em antioxidantes 

que auxiliam na proteção contra o estresse oxidativo, tem função nutricional celular e 

desempenha um papel importante no trato reprodutivo da fêmea nos estágios iniciais 

do desenvolvimento embrionário (BROMFIELD, 2014). 

 

2.5 Terapias antioxidantes no controle do status oxidativo durante a criopreservação 

Moléculas antioxidantes podem neutralizar um radical livre doando ou 

recebendo elétrons dos agentes oxidantes, resultando na destruição direta ou 

transformação em um novo radical menos reativo (LÜ, 2010).  

 Visto que o processo de congelamento do sêmen propicia um aumento na 

produção de EROs e os mecanismos de defesa das células espermáticas são 

limitados, diversos estudos buscaram combater o estresse oxidativo adicionando 

antioxidantes aos diluidores de sêmen com o objetivo de obter uma melhor qualidade 
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seminal após o descongelamento (AMIDI, 2016), sendo os antioxidantes classificados 

como enzimáticos (superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase) e não 

enzimáticos (coenzima Q10, selênio, carnitina, vitaminas C  e E, entre outros) 

(KOWALCZYK , 2022). Alguns deles, suas localizações e funções estão retratadas 

no Quadro 2. 

Quadro 2 - Localização e função de antioxidantes espermáticos. 

Antioxidante Localização Função 

Glutationa Tiol não-proteico na 
célula 

Neutraliza radicais livres 

Carotenóides Antioxidante lipídico 
solúvel em membranas 

Manutenção da 
integridade celular; 
regulação da 
espermatogênese e 
proliferação de células 
epiteliais 

Vitamina E Majoritariamente em 
membranas 

Detoxificação de produtos 
da peroxidação lipídica de 
membranas 

Vitamina C Citosol, cloroplasto, 
mitocôndria, peroxissomo, 
vacúolos 

Detoxificação de H2O2. 

Superóxido dismutase 
(SOD) 

Todas as células 
eucarióticas 

Catalisa a dismutação do 
O2•- em O2 e H2O2 

Catalase Organelas intracelulares, 
peroxissomos 

Diminui os níveis de 
H2O2 

Glutationa peroxidase 
(GPX) 

Citoplasma, matriz 
mitocondrial 

Diminui os níveis de 
H2O2 

Fonte: Frias, 2022, adaptado de Kowalczyk, 2022. 

  

  Riesco e colaboradores reportaram melhora na qualidade seminal pós 

descongelamento de espermatozoides ovinos e aumento de fertilidade dessas 

amostras suplementando o meio diluidor com 1mM de Vitamina E, em 2021. As 

quantidades de EROs foram significantemente menores em humanos quando o meio 

utilizado continha catalase e ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), com menor 

fragmentação de DNA porém sem redução da peroxidação lipídica (CHI, 2008). Em 

cães, os espermatozoides mostraram melhores parâmetros de motilidade em 
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alíquotas tratadas com antioxidantes, com destaque para a catalase, mas não houve 

redução de EROs (MICHAEL, 2007). A melatonina é uma molécula com propriedades 

antioxidantes que já foi testada para a criopreservação de sêmen de diversas 

espécies, e estudos demonstraram que ela apesar de conseguir melhorar a qualidade 

de espermatozoides após serem reaquecidos, esse efeito é dose-dependente para 

cada espécie (MEDRANO, 2017). Vitamina C diminuiu significantemente danos de 

DNA em células espermáticas de ratos (TOGHIANI, 2018). Por outro lado, existem 

estudos em que a adição desses antioxidantes não resultou em melhora, como 

DONNELLY, em 1999, que observou piora nos parâmetros de motilidade utilizando 

Vitamina C em espermatozoides humanos in vitro. O emprego da glutationa (GSH) 

em sêmen de cães, apesar de proteger o acrossoma, em concentrações maiores 

causou danos espermáticos e diminuição da atividade mitocondrial (LUCIO, 2016). 

 Esses estudos demonstram o potencial da terapia antioxidante contra as EROs 

e no auxílio da manutenção da homeostase oxidativa de espermatozoides de diversas 

espécies durante o processamento do ejaculado, mas também mostram que nem 

sempre traz apenas benefícios, levando em consideração que os radicais possuem 

funções fisiológicas (como demonstrado por Du Plessis, em 2015). Portanto, uma 

terapia antioxidante necessita de antioxidantes específicos em doses adequadas para 

ter-se o efeito desejado com a sua utilização (NICHI, 2009). 

 

2.6 Produção de EROs na mitocôndria e sua prevenção 

 Como os tratamentos clássicos com antioxidantes buscam combater as EROs 

já formadas, mitigando o estresse oxidativo, outra perspectiva seria tentar impedir que 

esses radicais livres sejam gerados. Uma das principais fontes de EROs espermática 

é a mitocôndria (KOPPERS, 2008). Os radicais são intermediários de reações que 

acontecem na cadeia de transporte de elétrons durante a produção de energia, com 

a fosforilação de uma molécula de ADP em ATP. As EROs mitocondriais possuem 

função sinalizadora e desencadeiam respostas celulares tanto positivas quanto 

negativas dependendo da sua quantidade no citosol, regulada pelo sistema redox 

dessas organelas (ZOROV, 2014), que parece ser de suma importância para a 

manutenção da homeostase mitocondrial (Hansen, 2006). 

 Um conjunto de proteínas transmembranas (complexos I-IV) formam a cadeia 

transportadora de elétrons (CDE) e, juntamente com a ATP sintase (complexo V) são 
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a base de produção de ATP durante a fosforilação oxidativa. Substratos oxidáveis 

entregam elétrons que passam através dos complexos em um processo exergônico, 

conduzindo ao bombeamento de prótons para o espaço intermembranar pelos 

complexos I, III e IV, o que leva a um gradiente eletrolítico que ativa a síntese de ATP 

pelo complexo V (ZHAO, 2019). Durante esse processo, antes de chegarem no 

complexo IV, pode ocorrer o vazamento desses elétrons que reagem com moléculas 

de oxigênio na CTE, levando a formação do ânion superóxido nos complexos I, III e 

IV ao invés da produção de uma molécula de água. Esse ânion então sofre 

dismutação pela SOD, resultando em oxigênio e peróxido de hidrogênio que, em 

reação com Fe2+, produz o radical hidroxila (LAMBERT, 2009). 

Apesar de ocorrer fisiologicamente em diversos tipos celulares, a produção de 

EROs é maior em mitocôndrias disfuncionais e pode levar à morte celular pela 

ativação de cascatas apoptóticas, que buscam proteger o sistema dos possíveis 

danos oxidativos (JEŽEK, 2018). Estudos observaram que a criopreservação de 

gametas de diversas espécies induz alterações ou danos à mitocôndria, tornando-as 

uma importante fonte de EROs responsáveis pelo estresse oxidativo, diminuindo a 

qualidade dessas amostras (O’CONNELL, 2002; FIGUEROA, 2017).  

Uma estratégia para a diminuir a produção de EROs mitocondriais é o 

desacoplamento. As UCPs são proteínas desacopladoras transmembrana presentes 

nas mitocôndrias que regulam a passagem de prótons através da membrana 

mitocondrial que ocorre para a atividade da ATP sintase (que, ao jogar H+ para a 

matriz, fosforila uma molécula de ADP produzindo ATP). A entrada desses prótons 

que não seja por meio da ATP sintase, como as UCPs, ao invés de ocorrer a produção 

de ATP, esse potencial é disperso em forma de calor (DEMINE, 2019). Isso também 

resulta na diminuição do potencial de membrana mitocondrial (PMM), favorecendo os 

complexos I, III e IV da cadeia de transporte de elétrons que tentam restabelecer o 

PMM bombeando esses prótons de volta para o espaço intermembranas, 

consequentemente acelerando esse transporte de elétrons pela CTE, o que diminui o 

escape desses elétrons e aumenta o consumo de oxigênio na matriz mitocondrial, o 

que acarreta na diminuição da formação de radicais livres (como o O2-). Além dessas 

proteínas inerentes na membrana interna da organela é possível atingir esse objetivo 

com o uso de desacopladores químicos (CADENAS, 2018; BERRY, 2018). 
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2.7 Efeitos do desacoplamento mitocondrial e produção energética espermática 

 O desacoplamento é um processo fisiológico que pode ter um papel protetor 

na manutenção da homeostase oxidativa das mitocôndrias. Grande parte dessas 

moléculas desacopladoras possuem ação protonófora, são hidrofóbicas e 

caracterizadas como ácidos fracos. Elas adentram a matriz mitocondrial carregando 

um próton (H+) que é então dissociado, diminuindo o PMM que é mantido pelo 

gradiente de prótons (TERADA, 1990). 

Os desacopladores inerentes dessa organela (UCPs) conseguem atenuar o 

dano oxidativo causado pelas EROs regulando a CTE em diversos órgãos humanos 

e, quando estimulados, podem diminuir ainda mais a produção desses radicais desde 

que existam substratos para a atividade dos complexos I e II (NADH2 e FADH2, 

respectivamente) (AHMAD, 2021; LEDESMA, 2002). Além desses UCPs, também é 

possível realizar esse desacoplamento com moléculas como o 2,4 dinitrofenol (DNP) 

e o FCCP. Eles tiveram efeitos cardioprotetores quando utilizados em baixas 

concentrações em ratos (CLOSE et. al, 2006; MINNERS et. al, 2000). No protocolo 

de criopreservação de células hepáticas, quando na presença de DNP, houve uma 

diminuição da peroxidação lipídica e diminuição parcial na produção de ATP, que foi 

retomada aos níveis fisiológicos após a lavagem, sugerindo que um desacoplamento 

mitocondrial moderado pode levar à melhora da qualidade dessas células durante a 

criopreservação (PRETENKO, 2010). Em um estudo de 2006, Jonathan P. e 

colaboradores constataram o efeito protetor do FCCP na recuperação funcional após 

isquemia em células cardíacas de ratos, pela diminuição na produção dos radicais, 

além de ação regulatória das cascatas de sinalização de apoptose. 

Em espermatozoides de peixes, o tratamento com DNP resultou na queda da 

produção de EROs, da peroxidação lipídica e foi observado um aumento da 

motilidade dessas células após o descongelamento (LU, 2014). Outro estudo em 2010 

relatou aumento da motilidade de células espermáticas de primatas em amostras 

tratadas com DNP, sugerindo que seu uso em espécies que possuem baixa 

criotolerância possa melhorar a qualidade dos espermatozoides quando reaquecidos 

(DONG, 2010). Do mesmo modo que outros desacopladores químicos, o DNP é uma 

molécula levemente ácida que atua carregando H+ para a matriz mitocondrial 

contornando a atividade da ATP sintase. Após entrada do DNP em sua forma 

protonada (ligado a um H+), o próton é dissociado e o desacoplador volta para o 
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espaço intermembrana em sua forma desprotonada, para agora, em um meio 

levemente ácido, reprotonar com um H+ e adentrar para a matriz mitochondrial 

novamente, de forma cíclica (GEISLER, 2019).  

Os efeitos imediatos do DNP são a diminuição do PMM, o que reduz a 

produção de EROs e, em seguida, o fechamento o canal uniporter mitocondrial, 

diminuindo o influxo de cálcio (PANDYA, 2007; LIU et al., 2015). Isso impede que a 

mitocôndria ultrapasse sua capacidade de armazenamento de Ca2+ que, em caso de 

sobrecarga, ocorre a formação do poro de transição de permeabilidade mitocondrial 

(mPTP) e as organelas são destruídas, liberando fatores pró apoptóticos afetando as 

mitocôndrias ao seu redor em um efeito cascata (AON ,2004; CHALMERS, 2003). Por 

conta da diminuição momentânea do PMM com a entrada do desacoplador, essa 

terapia pode prejudicar inicialmente a ação da ATP sintase por conta do menor 

gradiente de prótons, diminuindo produção de ATP e aumentando a disponibilidade 

de ADP. A enzima fosfofrutoquinase (PFK) é responsável pela fosforilação da frutose-

6-fosfato para frutose-1,6-bifosfato na glicólise e é regulada pela proporção de ATP e 

ADP disponíveis. Sua atividade é retomada quando a concentração de ATP diminui e 

os de ADP aumentam, sucedendo um maior metabolismo de glicose (HALEY, 2021) 

e também o de lipídios (beta-oxidação) para a produção de ATP, NADH e FADH2 

através do ciclo do ácido cítrico (AKRAM, 2014) na tentativa de restaurar os níveis 

adequados de PMM e regularizar os estoques de ATP e sua produção pela 

fosforilação oxidativa (GEISLER, 2011). 

Outro método de obtenção de energia importante para o espermatozoide de 

diversas espécies é a glicólise (MUKAI, 2004; FORD, 2006; FERRAMOSCA, 2014). 

No contexto do tratamento com um desacoplador mitocondrial, onde pode acontecer 

um déficit de ATP, a suplementação com substratos para a glicólise como piruvato 

(SILVA et. al, 2009; SATTAR, 2018), glicose e frutose (YILDIZ, 2000; 

PONGLOWHAPAN, 2004) pode ser uma estratégia interessante para auxiliar na 

manutenção da homeostase energética. Nesse âmbito, Losano e colaboradores 

demonstraram a importância da glicólise e os efeitos do desacoplamento mitocondrial 

nas características funcionais de espermatozoides de carneiros (LOSANO et. al, 

2017). O ciclo do ácido cítrico é capaz de fornecer, além de ATP, substratos (FADH2 

E NADH) para a cadeia transportadora de elétrons, onde complexos I e II utilizam 

esses substratos para bombear prótons de volta para o espaço intermembrana como 

uma possível resposta à ação do desacoplador (MARTÍNEZ, 2020). 
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3. HIPÓTESE 

  

O tratamento de amostras espermáticas de carneiros com o desacoplador 

mitocondrial 2,4-dinitrofenol (DNP), no protocolo de criopreservação, melhora a 

qualidade dos espermatozoides pós-descongelamento por meio da prevenção da 

liberação excessiva de espécies reativas de oxigênio pelas mitocôndrias. Ademais, a 

estimulação da via glicolítica por meio da adição de glicose, é capaz de suprir o déficit 

energético causado pelo desacoplamento mitocondrial durante o processo de 

criopreservação. 
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4. OBJETIVO 

 

Realizar um moderado desacoplamento mitocondrial com crescentes 

concentrações de DNP, suplementados ou não com glicose, e avaliar seus efeitos na 

funcionalidade, bioenergética e status oxidativo de espermatozoides ovinos no 

processo de criopreservação. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Animais 

 Foram utilizados seis carneiros adultos, com idade entre 5 e 6 anos, 

sexualmente maduros, hígidos, previamente condicionados para coleta com vagina 

artificial, alojados nas baias coletivas cobertas do Departamento de Reprodução 

Animal da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São 

Paulo em São Paulo - SP, com regime de alimentação composto por ração comercial 

para ovinos e feno, com água ad libidum. O experimento foi autorizado pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA) da FMVZ-USP, registrado sob o N° 2700070219. 

 

5.2 Coleta e delineamento experimental 

Ejaculados de seis carneiros hígidos (N=6) foram coletados em tubos Falcon 

de 50mL com a utilização de vagina artificial. Após a coleta, os ejaculados foram 

mantidos em banho-maria à 37°C e diluídos a uma concentração final de 100 x 10^6 

espermatozoides por mL com o diluidor de sêmen comercial OptiXcell® (IMV 

Technologies, Brasil). Os ejaculados diluídos foram então divididos em alíquotas de 

1500 µL de uma maneira que foram formados os seguintes grupos: Controle (amostra 

seminal não tratada - C), Controle Glicose (adição de 5 mM de glicose - CG), DNP 

(amostras tratadas com concentrações crescentes do desacoplador mitocondrial 2,4-

dinitrophenol; DNP2,5– 2,5 µM, DNP5 – 5 µM  e DNP10 - 10 µM) e DNP com adição 

de 5 mM glicose (GDNP2,5 – 2,5 µM, GDNP5 – 5 µM  e GDNP10 - 10 µM), conforme 

ilustrado na Figura 1. 
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Figura 1 - Delineamento experimental 

 

Fonte: Frias (2022). 

 

5.3 Criopreservação das amostras 

Imediatamente após os tratamentos, as amostras foram envasadas em 

palhetas de 0,5 mL e levadas à geladeira, onde permaneceram por cerca de 120 

minutos até atingirem 4°C. Em seguida, as palhetas foram posicionadas 3 centímetros 

acima do nitrogênio líquido por 15 minutos. Após este período, as palhetas foram 

submersas nesse nitrogênio líquido, raqueadas e armazenadas em botijão de 

nitrogênio até a descongelação. As palhetas foram descongeladas a 37°C por 30 

segundos para a realização das análises espermáticas. As amostras foram 

submetidas à lavagem para a retirada do diluidor que consistiu em centrifugação 

durante 5 minutos à 6600G em um meio com gradiente de 30% de Percoll ® (Sigma-

Aldrich, USA), com exceção das amostras utilizadas para as análises de cinética e de 

atividade mitocondrial. 

5.4 Análises espermáticas 

 5.4.1 Análise da cinética espermática  

Após serem descongeladas, as amostras foram analisadas quanto à cinética 

espermática com o uso do CASA (Computer Assisted Sperm Analysis; Hamilton-

Thorne ®, Ivos 12.3, USA) no setup para carneiros do equipamento. Para isso, em 

uma lâmina de vidro pré aquecida a 37°C, foram pipetados 10 µL de cada amostra e 

cobertos com uma lamínula de vidro, também a 37°C, para serem analisadas pelo 
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CASA. Para cada amostra, foram contabilizadas pelo menos 1000 células e de 5 a 7 

números de campos contados. Foram mensuradas as seguintes características de 

motilidade: VAP (velocidade média de percurso, em µm/s), VSL (velocidade retilínea, 

µm/s) VCL (velocidade curvilínea, μm/s); ALH (amplitude do movimento lateral da 

cabeça, μm); BCF (frequência de batimento cruzado, Hz); STR (retilinearidade) e LIN 

(linearidade), ambas em %.  

 

Quadro 3 – Variáveis analisadas pelo CASA 

Variável Terminologia Significado 

 
VAP 

Velocidade média de 
percurso (µm/s) 

Velocidade média do espermatozóide 

considerando-se um caminho 

suavizado. 

 
VSL 

 
Velocidade retilínea (µm/s) 

Distância mínima que o 
espermatozóide percorre durante o 
tempo entre duas avaliações (scans). 

 
VCL 

 
Velocidade curvilínea (µm/s) 

Média da velocidade espermática 

medida através do percurso real 

percorrido. 

ALH 
Amplitude do

 movimento 

lateral da cabeça (µm) 

Comprimento médio da oscilação da 

cabeça do espermatozóide 

 
BCF 

 
Frequência de
 batimento 
cruzado (Hz) 

Frequência do movimento lateral, que 
faz com que a cabeça do 
espermatozóide cruze o percurso em 

ambas as direções. 

STR Retilinearidade (VSL/VAP, %) 
Qualidade do movimento retilíneo 

suavizado percorrido. 

LIN Linearidade (VSL/VCL, %) 
Qualidade do movimento retilíneo real 

percorrido. 

MOT - Motilidade (%) Porcentagem de células móveis. 

PROG - Motilidade progressiva (%) 
Porcentagem de células com 

motilidade progressiva. 

Fonte: Frias, 2022, adaptado de Goovaerts et al., 2006. 
 
 

 5.4.2 Integridade de membrana plasmática  

A avaliação da integridade de membrana plasmática foi realizada através da 

técnica de coloração Eosina/Nigrosina. Nesta técnica, os espermatozóides com 

lesões ou alterações de permeabilidade de membrana são corados em rosa, o que 

indica a entrada do corante através da membrana lesionada enquanto os 



36 
 

 

espermatozoides íntegros não são corados, apresentando a coloração branca em 

contraste com a coloração de fundo da Nigrosina (BARTH et al., 1989). Foram 

adicionados 5μL do corante em 5μL de amostra em uma lâmina pré-aquecida a 37°C, 

realizando o esfregaço, respeitando o tempo de incubação de 30 segundos. As 

lâminas foram avaliadas em microscopia convencional em um aumento de 1000x sob 

óleo de imersão, sendo contadas 100 células por amostra e classificadas em íntegras 

e lesionadas, resultado expresso em porcentagem de células com a membrana 

plasmática íntegra. 

 

5.4.3 Análises por citometria de fluxo 

 As análises foram realizadas no citômetro de fluxo Guava EasyCyte ™ Mini 

System (Guava Technologies) do Departamento de Reprodução Animal da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo. 

Para avaliação da integridade das membranas plasmática e acrossomal, cerca 

de 2 milhões de espermatozoides foram diluídos em meio TALP sêmen (Modified 

Tyrode’s Albumin Lactate Pyruvate) e avaliados por citometria de fluxo Guava 

EasyCyte®. As sondas de iodeto de propídeo (PI 0,5% mg/ml, 0,9% NaCl) e pisum 

sativum conjugada ao isotilcianetode fluoresceína (FITC-PSA 100µg/ml, azida sódica 

10% m/v, DPBS q.s.p. 20ml) foram adicionadas na mesma amostra seminal, obtendo-

se assim o resultado combinado entre integridade das membranas plasmática e 

acrossomal, da mesma população de células, conforme Celeghini et al. (2007). Desta 

maneira quatro populações foram formadas: espermatozoides com acrossoma 

íntegro e membrana plasmática íntegra (AIMI), espermatozoides com acrossoma 

íntegro e membrana plasmática lesionada (AIML), espermatozoides com acrossoma 

lesionado e membrana plasmática íntegra (ALMI) e espermatozoides com acrossoma 

lesionado e membrana plasmática lesionada (ALML). 

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado por meio da sonda 

fluorescente JC-1 (5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'201-tetraethyl- 

benzimidazolylcarbocyanine chloride; Invitrogen, Eugene, OR, USA), utilizando 

citômetro de fluxo (Guava EasyCyteTM Mini System, Guava® Technologies, 190 

Hayward, CA, E.U.A.). Para realizar esta técnica, 187.500 espermatozoides foram 

adicionados a 0,5μL de JC-1 (76.5mM) e incubados a 37°C durante 5 minutos. 

Posteriormente, as amostras foram classificadas em porcentagem de células com alto 



37 
 

 

(JC-1 alto), intermediário (JC-1 intermediário) e baixo potencial de membrana 

mitocondrial (JC-1 baixo). 

As detecções das espécies reativas de oxigênio foram realizadas por meio das 

sondas fluorescentes CellRox® green e DCFH (Molecular Probes, Eugene, OR, 

E.U.A.). Esta sonda fluorescente penetra na célula e, quando oxidada por EROs 

intracelulares, se liga ao DNA emitindo uma fluorescência verde mais intensa. Para 

realizar este procedimento, 187.500 células foram incubadas com a sonda CellRox® 

green, em uma concentração de 5µM, a 37°C durante 30 minutos e, 10 minutos 

anteriormente aos 30 minutos a sonda IP será adicionada a uma concentração final 

de 6μM. As amostras foram analisadas por meio da técnica de citometria de fluxo, 

excitadas a 488nm e detectadas a 630-650nm para a sonda IP e 515-530 para a 

sonda CellRox® green. Para a análise dos dados, foram selecionadas as populações 

de células com membrana plasmática íntegra e com detecção de altos níveis de 

espécies reativas de oxigênio (PI- e CellROX+). 

O teste utilizado para avaliação da integridade de DNA foi o ensaio da estrutura 

da cromatina espermática (SCSA), onde a amostra é submetida a um desafio ácido, 

pelo qual é possível avaliar a susceptibilidade da cromatina a desnaturação ácida 

(EVENSON et al., 1999). 

Para isso, uma alíquota de sêmen foi diluída 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 

0,6ml 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 laranja de acridina foi feita baseada na diferença entre a 

fluorescência emitida pelos espermatozóides com DNA íntegro (dupla fita), que 

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

fluorescência vermelha. 

 

5.4.4 Função mitocondrial 

 

Para a avaliação da função mitocondrial, foi empregada a técnica citoquímica 

que utiliza o reagente 3’3 Diaminobenzidina (DAB), onde o mesmo é oxidado pela 
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enzima citocromo c-oxidase, formando um complexo de coloração marrom que se 

deposita na matriz mitocondrial de mitocôndrias ativas (Hrudka, 1987). Após o 

descongelamento, uma alíquota de 20μL de amostra de cada tratamento foi incubada 

com 20μL de DAB em um tubo de microcentrífuga âmbar por 1 hora em banho-maria 

a 37°C. Após essa incubação, foi realizado um esfregaço em lâminas de microscopia 

em local protegido de luz e, após secagem, fixadas em formaldeído 10% por 10 

minutos. A leitura foi realizada em microscopia de contraste de fase em aumento de 

1000x sob óleo de imersão. Foram contadas 200 células, sendo elas classificadas em 

4 classes de acordo com a porcentagem de mitocôndrias coradas em marrom (ativas). 

A classificação foi a seguinte: alta atividade mitocondrial (Classe I), intermediária 

(Classe II), baixa (Classe III) e ausência de atividade mitocondrial (Classe IV).  

 

5.4.5 Avaliação da suscetibilidade a peroxidação lipídica (TBARS)  

 

O teste à susceptibilidade a peroxidação lipídica foi realizado pelo método de 

ensaio TBARS (OHKAWA, 1979) induzindo-se a peroxidação lipídica, com a 

incubação de 200μL de cada amostra com 50μL de ácido ascórbico (concentração 

20mM) e sulfato de ferro (concentração 4mM), em tubos de microcentrífuga com 

tampa aberta em banho-seco a 37°C, durante 90 minutos. Após a indução, foram 

adicionados 600μL de ácido tricloroacético 10% (TCA 10%) à 5°C às amostras para 

cessar a reação. Então, os tubos foram centrifugados na capacidade máxima de 

rotação da centrífuga durante 15 minutos a 5°C, precipitando proteínas e debris, e 

800 μL de sobrenadante foi recuperado e transferido para criotubos, onde 800 μL de 

ácido tiobarbitúrico 1% (TBA 1%) foi adicionado. Após essa etapa, os criotubos foram 

submetidos a temperatura de 95°C em banho-maria durante 15 minutos, promovendo 

a reação entre moléculas de malondialdeído (subproduto da peroxidação lipídica) e 

TBA, sendo imersos em gelo em seguida para a interrupção da reação. Após essa 

indução, a reação do malondialdeído com o TBA produz uma coloração rósea, que 

será quantificada em espectrofotômetro (Ultrospec 3300 PRO®, Amersham 

Biosciences, EUA), com comprimento de onda de 532nm. 
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5.5 Análise estatística  

 

Os dados foram analisados através do programa SAS System for Windows 

(SAS Institute Inc., Cary, NC, E.U.A.), previamente testados para normalidade de 

resíduos e homogeneidade das variâncias através do SAS Guided Data Analysis e 

transformados quando necessário. Foi realizada análise de variância (ANOVA) 

utilizando o teste LSD para a comparação de grupos, considerando o nível de 

significância de 5% e os resultados foram expressos em média e erro padrão da 

média. 
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6. RESULTADOS 

 

Nos parâmetros de motilidade dos espermatozoides não foi observado 

diferença entre os grupos. Também não foi observado o efeito da glicose na presença 

e ausência do desacoplador mitocondrial nos valores de cinética espermática 

avaliados pelo CASA. Os resultados da avaliação de cinética espermática pelo CASA 

nas diferentes concentrações de DNP com ou sem glicose estão representados nas 

Tabelas 1 e 2. 

 

Tabela 1 - Resultados das análises de cinética espermática de amostras seminais de carneiros (N=6) 

criopreservadas com diferentes concentrações de DNP (C – Controle 0μM de DNP; DNP2,5 – 2,5μm 

de DNP; DNP5 - 5μM de DNP; DNP10 - 10μm de DNP) sem a suplementação de glicose pós-

descongelamento, a 37°C.  

Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variável C DNP2,5 DNP5 DNP10 

Motilidade (%) 42,14±6,49 39,14±9,25 32,71±4,61 42,71±10,33 

Motilidade progressiva (%) 8,71±1,55 6,43±1,69 6,00±0,98 6,71±1,85 

Velocidade rápida (%) 25,29±3,58 20,86±4,56 19,14±2,57 23,71±5,61 

Velocidade média (%) 16,71±3,53 18,43±5,41 13,71±2,76 18,86±5,14 

Velocidade lenta (%) 22,43±3,23 18,14±4,23 24,86±3,67 21,29±3,83 

Estáticos (%) 35,57±7,83 42,86±10,45 42,14±6,83 36,00±9,76 

Retilinearidade (%) 63,71±1,58 60,57±1,95 60,57±1,86 60,71±2,17 

Linearidade (%) 44,43±1,93 41,00±1,72 41,43±1,66 41,29±1,95 

Frequência de batimento cruzado (Hz) 18,51±0,71 18,67±0,69 18,60±0,37 18,66±0,56 

Amplitude do movimento lateral da cabeça (µm)  11,10±0,99 11,73±0,93 11,27±0,77 10,91±0,53 

Velocidade média de percurso (µm/s) 90,39±4,63 89,14±6,87 91,84±7,02 88,30±6,05 

Velocidade curvilínea (µm/s) 139,26±6,21 140,06±9,20 
145,97±11,

11 
141,49±9,17 

Velocidade retilínea (µm/s) 57,59±4,41 53,13±4,15 54,21±3,80 52,30±4,05 
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 Tabela 2 - Resultados das análises de cinética espermática de amostras seminais de carneiros (N=6) 

criopreservadas com diferentes concentrações de DNP suplementadas com 5mM de glicose (CG – 

Controle 0μM de DNP+5mM de glicose; GDNP2,5 – 2,5μm de DNP+5mM de glicose; GDNP5 - 5μM 

de DNP+5mM de glicose; GDNP10 - 10μm de DNP+5mM de glicose) pós-descongelamento, a 37°C.  

Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 

Igualmente, não foi observado diferença estatística nas características de 

membrana plasmática e acrossomal pela sonda FITC-PSA entre o controle e as 

diferentes doses do desacoplador na presença e ausência de glicose. Os valores 

obtidos estão retratados nas Tabelas 3 e 4. 

 

Tabela 3 – Resultados das análises de FITC-PSA em citometria de fluxo de amostras seminais de 

carneiros (N=6) criopreservadas com diferentes concentrações de DNP (C – Controle 0μM de DNP; 

DNP2,5 – 2,5μm de DNP; DNP5 - 5μM de DNP; DNP10 - 10μm de DNP) sem a suplementação de 

glicose pós-descongelamento, após lavagem com Percoll® 30%, a 37°C. 

Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 
 

 

 

 

Variável CG GDNP2,5 GDNP5 GDNP10 

Motilidade (%) 43,14±8,40 32,00±8,26 46,00±7,22 42,71±7,67 

Motilidade progressiva (%) 8,43±1,91 6,86±1,55 8,43±0,95 9,57±1,62 

Velocidade rápida (%) 23,71±3,68 18,14±3,44 26,14±3,88 25,57±3,54 

Velocidade média (%) 19,43±5 13,86±4,92 19,71±4,94 17,29±4,26 

Velocidade lenta (%) 23,57±4,20 19,00±2,72 24,86±5,14 22,29±1,84 

Estáticos (%) 33,29±10,51 49,00±9,88 29,14±8,04 35,00±7,91 

Retilinearidade (%) 62,86±1,68 63,14±1,78 63,43±1,65 63,00±2,08 

Linearidade (%) 42,86±1,39 43,57±1,57 43,29±1,95 43,00±1,62 

Frequência de batimento cruzado (Hz) 18,31±0,49 18,21±0,36 18,46±0,44 18,86±0,64 

Amplitude do movimento lateral da cabeça (µm)  11,59±0,56 11,23±0,58 11,29±0,62 11,54±0,64 

Velocidade média de percurso (µm/s) 90,84±4,80 95,90±6,70 92,44±7,32 95,37±7,77 

Velocidade curvilínea (µm/s) 143,84±6,61 
149,76±9,8

1 
146,03±10,92 149,16±11,65 

Velocidade retilínea (µm/s) 55,86±2,61 58,76±2,72 57,54±3,37 58,36±3,27 

Variável C DNP2,5 DNP5 DNP10 

Acrossoma lesado e membrana plasmática lesada 
(%) 

31,29±4,35 30,11±3,79 31,63±4,58 29,01±4,40 

Acrossoma lesado e membrana plasmática íntegra 
(%) 

1,60±0,31 2,28±0,75 1,88±0,23 8,64±4,43 

Acrossoma íntegro e membrana plasmática lesada 
(%)  

57,83±3,56 57,30±4,00 55,51±3,61 43,66±7,05 

Acrossoma íntegro e membrana plasmática íntegra 
(%) 

9,26±1,09 10,32±1,48 10,96±2,14 18,60±5,93 
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 Tabela 4 – Resultados das análises de FITC-PSA em citometria de fluxo de amostras seminais de 

carneiros (N=6) criopreservadas com diferentes concentrações de DNP suplementadas com 5mM de 

glicose (CG – Controle 0μM de DNP+5mM de glicose; GDNP2,5 – 2,5μm de DNP+5mM de glicose; 

GDNP5 - 5μM de DNP+5mM de glicose; GDNP10 - 10μm de DNP+5mM de glicose) após lavagem 

com Percoll® 30%, pós-descongelamento, a 37°C.  

 

Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 

Foi observada diferença estatística significativa (p < 0,05) entre as populações 

de células sem estresse oxidativo e com membrana íntegra em amostras com 

concentração de 2,5µM de DNP e 2,5µM de DNP associado com glicose, onde a 

associação resultou em menor % de células com membrana lesionada, demonstrada 

na Figura 2. Os demais grupos não diferiram entre si nessa análise. Os dados da 

avaliação das espécies reativas de oxigênio e integridade de membrana por citometria 

de fluxo estão expressos nas Tabelas 5 e 6. 

 

 Tabela 5 – Resultados da análise com a sonda CellRox Green associada ao iodeto de propídio (PI) 

de amostras seminais de carneiros (N=6) criopreservadas com diferentes concentrações de DNP (C 

– Controle 0μM de DNP; DNP2,5 – 2,5μm de DNP; DNP5 - 5μM de DNP; DNP10 - 10μm de DNP) 

sem a suplementação de glicose pós-descongelamento, após lavagem com Percoll® 30%, a 37°C. 

Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 

 

 

 

 

Variável CG GDNP2,5 GDNP5 GDNP10 

Acrossoma lesado e membrana plasmática lesada 
(%) 

32,70±4,43 31,86±3,59 35,53±3,94 37,31±5,29 

Acrossoma lesado e membrana plasmática íntegra 
(%)  

5,62±3,82 6,88±3,26 5,77±2,70 3,91±1,03 

Acrossoma íntegro e membrana plasmática lesada 
(%)  

50,50±7,54 46,67±6,70 46,61±5,84 43,84±3,48 

Acrossoma íntegro e membrana plasmática íntegra 
(%) 

11,20±4,87 14,58±5,10 12,06±3,59 14,91±5,49 

 
Variável C DNP2,5 DNP5 DNP10 

Membrana plasmática lesada com estresse 
oxidativo (%) 

2,72±1,51 1,21±0,23 0,99±0,20 0,94±0,23 

Membrana plasmática íntegra com estresse 
oxidativo (%) 

1,51±0,42 1,63±0,39 1,28±0,35 1,04±0,36 

Membrana plasmática lesada sem estresse 
oxidativo (%) 

91,17±1,34 93,39±1,25 90,13±1,96 91,20±1,49 

Membrana plasmática íntegra sem estresse 
oxidativo (%) 

4,58±1,24 3,77±0,93 7,62±2,10 6,83±1,68 
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Tabela 6 - Resultados das análises da sonda CellRox Green associada ao iodeto de propídio (PI) de 

amostras seminais de carneiros (N=6) criopreservadas com diferentes concentrações de DNP 

suplementadas com 5mM de glicose (CG – Controle 0μM de DNP+5mM de glicose; GDNP2,5 – 

2,5μm de DNP+5mM de glicose; GDNP5 - 5μM de DNP+5mM de glicose; GDNP10 - 10μm de 

DNP+5mM de glicose) após lavagem com Percoll® 30%, pós-descongelamento, a 37°C.  

 Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 

 

 

Figura 2 – Gráfico da população de espermatozoides com membrana plasmática 
íntegra sem estresse oxidativo (%) na concentração de 2,5μM de DNP com e sem 
glicose 
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Fonte: Frias (2022). Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaço interquartis e 

limites mínimo e máximo. Diferença entre os grupos estão definidas pela linha com o valor de p sobre 

as mesmas. 

Variável CG GDNP2,5 GDNP5 GDNP10 

Membrana plasmática lesada com 
estresse oxidativo (%) 

1,04±0,27 0,830±0,21 0,85±0,20 0,76±0,21 

Membrana plasmática íntegra com 
estresse oxidativo (%) 

0,84±0,30 0,95±0,35 1,13±0,43 0,96±0,41 

Membrana plasmática lesada sem 
estresse oxidativo (%) 

91,67±1,71 87,51±1,38 86,96±2,46 86,26±3,24 

Membrana plasmática íntegra sem 
estresse oxidativo (%) 

6,45±1,92 10,71±1,52 11,05±2,72 11,99±3,42 
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Não foram encontradas diferenças no PMM avaliado pela sonda JC1 entre os 

tratamentos com o desacoplador nem sua associação com a glicose. Os valores estão 

representados nas Tabelas 7 e 8. 

 

Tabela 7 – Resultados das análises de potencial de membrana mitocondrial através da sonda JC1 de 

amostras seminais de carneiros (N=6) criopreservadas com diferentes concentrações de DNP (C – 

Controle 0μM de DNP; DNP2,5 – 2,5μm de DNP; DNP5 - 5μM de DNP; DNP10 - 10μm de DNP) sem 

a suplementação de glicose pós-descongelamento, após lavagem com Percoll® 30%, a 37°C. 

Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 

Tabela 8 – Resultados das análises de potencial de membrana mitocondrial através da sonda JC1 de 

amostras seminais de carneiros criopreservadas com diferentes concentrações de DNP 

suplementadas com 5mM de glicose (CG – Controle 0μM de DNP+5mM de glicose; GDNP2,5 – 2,5μm 

de DNP+5mM de glicose; GDNP5 - 5μM de DNP+5mM de glicose; GDNP10 - 10μm de DNP+5mM de 

glicose) pós-descongelamento, após lavagem com Percoll® 30%, a 37°C. 

 Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 

 

Foi observada diferença estatística significativa (p < 0,05) em células com 

baixa (DAB III) e ausência de atividade mitocondrial (DAB IV) entre o grupo controle 

e o grupo de 10μM de DNP na ausência de glicose, representadas na Figura 2. Entre 

os grupos suplementados com glicose não foram observadas diferenças 

significativas, representados na Figura 3. Os dados da avaliação da atividade 

mitocondrial dos espermatozoides estão demonstrados nas Tabelas 9 e 10. 

Variável C DNP2,5 DNP5 DNP10 

Potencial de membrana mitocondrial 
alto (%) 

10,61±1,85 10,07±2,84 8,25±2,59 9,96±2,39 

Potencial de membrana mitocondrial 
baixo (%) 

60,36±6,97 51,20±10,61 66,23±7,24 53,19±5,54 

Potencial de membrana mitocondrial 
intermediário (%) 

29,01±8,52 38,73±12,38 25,53±5,34 36,84±6,39 

Variável CG GDNP2,5 GDNP5 GDNP10 

Potencial de membrana 
mitocondrial alto (%) 

14,50±4,70 9,41±2,78 11,44±2,03 10,92±3,72 

Potencial de membrana 
mitocondrial baixo (%) 

54,16±4,73 58,24±9,17 61,34±6,27 56,53±6,12 

Potencial de membrana 
mitocondrial intermediário (%) 

31,37±5,76 32,34±8,99 27,21±5,46 32,71±4,86 
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Figura 3 - Gráficos dos resultados da avaliação de atividade mitocondrial (DAB) de 
amostras tratadas com crescentes concentrações de DNP 
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Fonte: Frias (2022). Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaço interquartis e limites 

mínimo e máximo. Diferença entre os grupos estão definidas pela linha com o valor de p sobre as 

mesmas. Os gráficos representam a atividade mitocondrial de espermatozoides tratados com 

diferentes concentrações de DNP na ausência de suplementação de glicose antes da criopreservação, 

em %. Em A: espermatozoides com alta atividade micotondrial (DAB Classe I); Em B: espermatozoides 

com média atividade micotondrial (DAB Classe II); Em C: espermatozoides com baixa atividade 

micotondrial (DAB Classe III); Em D: espermatozoides com ausência de atividade micotondrial (DAB 

Classe IV). 
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Tabela 9 – Resultados das análises dos índices de atividade mitocondrial pelo ensaio DAB de amostras 

seminais de carneiros (N=6) criopreservadas com diferentes concentrações de DNP (C – Controle 0μM 

de DNP; DNP2,5 – 2,5μm de DNP; DNP5 - 5μM de DNP; DNP10 - 10μm de DNP) sem a 

suplementação de glicose pós-descongelamento, a 37°C.  

 

Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 

 

 

Tabela 10 – Resultados das análises dos índices de atividade mitocondrial pelo ensaio DAB de 

amostras seminais de carneiros (N=6) criopreservadas com diferentes concentrações de DNP 

suplementadas com 5mM de glicose (CG – Controle 0μM de DNP+5mM de glicose; GDNP2,5 – 2,5μm 

de DNP+5mM de glicose; GDNP5 - 5μM de DNP+5mM de glicose; GDNP10 - 10μm de DNP+5mM de 

glicose) pós-descongelamento, a 37°C.  

 Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 

 

 

 

 

Variável C DNP2,5 DNP5 DNP10 

DAB Classe I (%) 47,86±2,60 46,43±3,83 48,00±3,77 44,57±5,01 

DAB Classe II (%) 38,71±2,88 41,00±2,62 39,43±3,87 35,14±4,39 

DAB Classe III (%) 5,71±1,13 8,43±1,67 8,43±1,78 11,00±1,68 

DAB Classe IV (%) 2,83±0,79 4,14±1,32 4,14±1,50 8,43±2,23 

Variável CG GDNP2,5 GDNP5 GDNP10 

DAB Classe I (%) 44,00±3,08 45,43±2,66 42,71±1,98 47,43±3,64 

DAB Classe II (%) 41,29±3,72 40,00±3,92 41,57±1,81 35,43±2,10 

DAB Classe III (%) 11,00±2,34 10,57±1,65 9,57±1,69 11,86±2,25 

DAB Classe IV (%) 3,71±0,97 4,14±1,39 6,14±1,74 5,29±1,32 
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Figura 4 - Gráficos dos resultados da avaliação de atividade mitocondrial (DAB) de 
amostras tratadas com crescentes concentrações de DNP suplementados com 5mM 
de Glicose 
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Fonte: Frias (2022). Resultados apresentados em boxplot com mediana, espaço interquartis e limites 

mínimo e máximo. Diferença entre os grupos estão definidas pela linha com o valor de p sobre as 

mesmas. Os gráficos representam a atividade mitocondrial de espermatozoides tratados com 

diferentes concentrações de DNP suplementados com 5mM de glicose antes da criopreservação, em 

%. Em E: espermatozoides com alta atividade micotondrial (DAB Classe I); Em F: espermatozoides 

com média atividade micotondrial (DAB Classe II); Em G: espermatozoides com baixa atividade 

micotondrial (DAB Classe III); Em H: espermatozoides com ausência de atividade micotondrial (DAB 

Classe IV). 

 

Não foram observadas diferenças entre o controle e os tratamentos na 

integridade de membrana plasmática dos espermatozoides avaliada pela técnica de 

coloração Eosina/Nigrosina, nas concentrações de MDA na avaliação da 

suscetibilidade à peroxidação lipídica e na avaliação de suscetibilidade ao dano de 
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DNA (SCSA adaptado) entre as amostras, suplementadas ou não com glicose. Os 

resultados se encontram nas Tabela 11 e 12. 

 

 

Tabela 11 - Resultados da análise de integridade de membrana plasmática pela técnica de coloração 

Eosina/nigrosina; suscetibilidade ao dano de DNA pela técnica SCSA adaptada; suscetibilidade a 

peroxidação lipídica (TBARS) de amostras seminais de carneiros (N=6) criopreservadas com 

diferentes concentrações de DNP (C – Controle 0μM de DNP; DNP2,5 – 2,5μm de DNP; DNP5 - 5μM 

de DNP; DNP10 - 10μm de DNP) sem a suplementação de glicose pós-descongelamento, após 

lavagem com Percoll® 30%, a 37°C. 

Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 

 

 

 

Tabela 12 - Resultados da análise de integridade de membrana plasmática pela técnica de coloração 

Eosina/nigrosina; suscetibilidade ao dano de DNA pela técnica SCSA adaptada; suscetibilidade a 

peroxidação lipídica (TBARS) de amostras seminais de carneiros (N=6) criopreservadas com 

diferentes concentrações de DNP suplementadas com 5mM de glicose (CG – Controle 0μM de 

DNP+5mM de glicose; GDNP2,5 – 2,5μm de DNP+5mM de glicose; GDNP5 - 5μM de DNP+5mM de 

glicose; GDNP10 - 10μm de DNP+5mM de glicose) após lavagem com Percoll® 30%, pós-

descongelamento, a 37°C.  

Fonte: Frias (2022). Os resultados foram expressos em média ± SEM (erro padrão da média). 

 

 

 

 

 

 
Variável C DNP2,5 DNP5 DNP10 

Membrana plasmática íntegra (%) 42,29±4,21 45,57±5,45 44,67±4,86 44,50±4,36 

Suscetibilidade ao dano de DNA (%) 3,35±1,40 5,69±3,04 3,18±1,302 4,29±1,93 

TBARS (ng de MDA/10^6 espermatozoides) 25,07±7,59 24,41±6,97 27,83±11,53 33,41±16,91 

 
Variável CG GDNP2,5 GDNP5 GDNP10 

Membrana plasmática íntegra (%) 40,67±3,48 41,83± 40±3,48 38,83±1,58 

Suscetibilidade ao dano de DNA (%) 3,52±1,47 3,51±1,28 5,35±2,50 6,77±3,48 

TBARS (ng de MDA/10^6 espermatozoides) 22,01±9,81 30,11±11,75 34,03±16,30 18,83±6,50 
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7. DISCUSSÃO 

  

Neste estudo, foram avaliados os efeitos de um desacoplamento mitocondrial 

moderado com a utilização do DNP em diferentes concentrações e o papel da glicólise 

na manutenção energética de espermatozoides de carneiro criopreservados. A via 

glicolítica é uma importante fonte de ATP para os espermatozoides de mamíferos em 

geral, energia fundamental para o cumprimento da função fecundante dessas células 

(STOREY, 2008). De fato, células espermáticas epididimárias de bovinos mantiveram 

seus padrões de motilidade na presença de um desacoplador mitocondrial quando 

suplementadas com glicose (LOSANO et. al, 2017). Nas concentrações de DNP 

utilizadas neste experimento (2,5, 5 e 10μM) não foram observadas diferenças entre 

os padrões de motilidade espermática analisadas pelo CASA na presença e ausência 

de 5mM de glicose, sendo que na comparação entre os controles sem DNP (0mM e 

5mM de glicose) não atingiu significância estatística para maior motilidade 

progressiva nas amostras suplementadas (p = 0,0995). Em um estudo dos efeitos do 

desacoplamento e a função da glicólise em espermatozoides de carneiros, a 

utilização do desacoplador carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP) e de um 

inibidor da via glicolítica (DOG) resultou na alteração de parâmetros de motilidade 

(porém sem alteração significativa da motilidade total) e de atividade mitocondrial 

(LOSANO, 2017), demonstrando a importância de ambas as vias metabólicas no 

fornecimento de ATP para a célula. Aparentemente, o DNP nas concentrações 

utilizadas não foi capaz de interferir nos parâmetros de motilidade, possivelmente por 

conta de sua ação mais moderada e passível de ser revertida em comparação ao 

CCCP (SKULACHEV, 1998).  

No teste de integridade de membrana plasmática e presença de estresse 

oxidativo, foi observada diferença na porcentagem de espermatozoides sem estresse 

oxidativo com a membrana íntegra apenas entre amostras tratadas com 2,5μM de 

DNP e 2,5μM de DNP suplementadas com 5mM de glicose, onde a associação 

apresentou maior porção de células com membrana íntegra na ausência de estresse 

oxidativo. EROs são grandes causadoras de disrupções de membrana plasmática em 

espermatozoides (SANOCKA, 2004) e também atuam como inibidoras da glicólise 

através da desativação das enzimas glicolíticas gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

(GAPDH) e piruvato quinase M2 (PKM2) ao atacarem diretamente resíduos de 

cisteína presentes em sua estrutura. De outra maneira, em resposta às EROs, a 
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proteína p53 causa a ativação de reguladores de glicólise e apoptose (TIGAR), que 

inibe a enzima fosfofrutoquinase-1 (revisado por MULLARKY, 2015). Além disso, a 

produção de ATP mitocondrial igualmente parece ser essencial para a manutenção 

da integridade dessas membranas, onde a inibição do complexo I em 

espermatozoides de garanhões foi deletéria para as membranas dessas células 

(DAVILA, 2016), É possível que o fornecimento de substratos pela glicólise para a 

ação dos complexos na cadeia transportadora de elétrons tenha auxiliado a produção 

de ATP, o que poderia explicar a menor quantidade de espermatozoides com 

membrana lesionada quando na presença de glicose e sem estresse oxidativo.  

Porém, não foram obtidos resultados significativos entre os demais grupos, o que 

pode indicar que a diferença encontrada nesse grupo não seja biologicamente 

relevante. 

A queda no potencial de membrana mitocondrial na presença de 

desacopladores mitocondriais é um evento esperado pois ele promove a entrada de 

prótons do espaço intermembranas para a matriz mitocondrial, mudando o gradiente 

eletrolítico da organela (ANDREYEV, 1989). Esse efeito foi observado em 

espermatozoides peixes na concentração de 10μM de DNP (FANG, 2014) e de 

carneiros, com o uso do FCCP (LOSANO, 2017). Todavia, não observou-se diferença 

no potencial de membrana mitocondrial entre os tratamentos (Tabelas 7 e 8). É 

possível que as concentrações utilizadas nas amostras que receberam o DNP, que é 

um desacoplador mais moderado, foram insuficientes para causar uma alteração 

significativa no potencial de membrana mitocondrial de espermatozoides ovinos. A 

glicose poderia influenciar no PMM ao fornecer substratos para o ciclo do ácido cítrico, 

o qual gera os subprodutos NADH2 e FADH2 para consumo na cadeia transportadora 

de elétrons. Estes são utilizados pelos complexos I e II, onde o primeiro tem papel 

regulador do PMM (SHARMA, 2009). Porém, não foi observada diferença significativa 

da ação da glicose no PMM das amostras analisadas no presente estudo. 

Em relação à atividade mitocondrial, a quantidade de células espermáticas 

com baixa atividade mitocondrial e ausência de atividade (DAB Classe III e IV, 

respectivamente) tratadas com 10μM de DNP foram maiores em relação ao controle 

na ausência de glicose (Figura 3). É possível que na maior concentração do 

desacoplador tenha ocorrido a diminuição da atividade mitocondrial de 

espermatozoides que estavam com a mesma comprometida, o que concordaria com 

a teoria proposta por Pallanck onde organelas disfuncionais (com baixa produção de 
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ATP e alta formação de EROs) são eliminadas através de ativação de cascatas de 

sinalização de apoptose e morte celular, funcionando como mecanismo de proteção 

às organelas ao seu redor, selecionando as melhores populações mitocondriais 

(PALLANCK, 2011; JEŽEK, 2018). Nas amostras suplementadas com glicose não 

foram observadas diferenças na atividade mitocondrial entre os tratamentos (Figura 

4), o que poderia indicar uma influência da glicose na manutenção dessa atividade, 

porém não houve diferença entre essa associação e o DNP sozinho (Tabelas 9 e 10). 

Os demais resultados obtidos neste estudo indicam que não houve influência 

significativa do DNP quando utilizado nas concentrações de 2,5, 5 e 10μM associado 

ou não com glicose no processo de criopreservação nos parâmetros de motilidade, 

suscetibilidade ao estresse oxidativo e a danos de DNA e nos níveis de potencial de 

membrana mitocondrial. Porém, foi observado uma possível ação do DNP na seleção 

de mitocôndrias mais funcionais, que conseguem manter sua atividade mitocondrial 

alta e produzir menos EROs (JEŽEK, 2018). Essa seleção parece ocorrer através da 

PINK1, que é uma serina/treonina kinase que se acumula seletivamente em 

mitocôndrias despolarizadas, recrutando enzimas que levam à destruição 

mitocondrial por autofagia, sistema demonstrado em modelos de doença de 

Parkinson (NARENDRA, 2010). Em estudos de espermatozoides humanos, foi 

confirmada a presença de mecanismos de autofagia, o que pode indicar que este é 

um processo ativo entre essas células (APARICIO, 2016), que também parecem ser 

ativados na presença de estresse oxidativo (URIBE, 2022).  

É possível que as concentrações de DNP utilizadas foram insuficientes para 

causar mudanças dos atributos espermáticos passíveis de serem observadas através 

das técnicas de avaliação utilizadas, já que outros estudos demonstraram o efeito de 

outras moléculas desacopladoras nas características de funcionalidade 

espermáticas. Além disso, é possível que na composição do diluidor de sêmen para 

criopreservação utilizado tenha substratos nutricionais que participam da glicólise, o 

que explicaria a carência de resultados nos grupos onde não houve o incremento de 

glicose. Trabalhos futuros neste âmbito devem procurar utilizar meios sem esses 

substratos ou mensurar o seu consumo pelas células, uma vez que a produção de 

energia e o recrutamento da via glicolítica parece acontecer sob demanda de ATP 

(HALEY, 2021) e possivelmente concentrações mais altas do desacoplador para 

talvez ser possível verificar seus efeitos. Finalmente, mais estudos são necessários 

para o entendimento da ação dos desacopladores mitocondriais na bioenergética, 
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funcionalidade e homeostase oxidativa no protocolo de congelamento dos gametas 

masculinos de ovinos. 
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8. CONCLUSÃO 

 

-Foi observada maior porcentagem de espermatozoides DAB Classe III e IV 

em amostras tratadas com 10μM de DNP em relação ao controle (0μM DNP) na 

ausência da glicose, o que poderia indicar uma seleção de melhores populações 

mitocondriais. Porém, não houveram diferenças significativas nos demais atributos 

espermáticos entre os grupos, sendo possível que não tenham sido alcançadas as 

concentrações terapêuticas de DNP para espermatozoides de carneiros. 
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