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HPLC – cromatografia líquida de alta performance 

iAc – integridade de acrossoma 

LIN - linearidade 

LPO - lipoperoxidação ou peroxidação lipídica 

LOOH - hidroperóxidos lipídicos 

MDA - malonaldeído 

Mp - motilidade progressiva 

MP – membrana plasmática 

iMP- integridade de membrana plasmática 

Mt – motilidade total 

RL – radical livre 

ROS – espécies reativas ao oxigênio 

STR - retilinearidade 

TBA – ácido 2-tiobarbitúrico 

TBARs – espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 

VAP – velocidade média da trajetória 

VCL -  velocidade curvilínea 

VSL – velocidade em linha reta 

WOB – índice de oscilação 

O2
-  - ânion superóxido 

OH- - radical hidroxila 
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NO2   - óxido nítrico 
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TROLOX – 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-ácido carboxílico, posteriormente 
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DNA – ácido desoxirribonucleico  

SOD – superóxido dismutase 

CAT – catalase 

GPx – glutationa peroxidase 

pH – potencial hidrogeniônico 
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RESUMO 

 

Objetivando identificar o melhor método para avaliar a peroxidação lipídica em espermatozoides 

de caprinos e ovinos, amostras de sêmen foram diluídas em leite desnatado (Glicerol 7%) e Tris-

gema de ovo (Glicerol 5%), respectivamente, e congeladas (-196 °C). Após descongelação (37 

°C/30s), as amostras foram submetidas à avaliação da peroxidação lipídica por 

espectrofotometria e cromatografia líquida de alta performance - DAD (método de TBARS) e 

citometria de fluxo (C11-BODIPY581/591). Observou-se que as concentrações de malonaldeído 

obtidas por espectrofotometria foram significativamente maiores que as encontradas pelo método 

de HPLC. O C11-BODIPY581/591 complementou os dados obtidos pelo método do TBARS 

(HPLC), auxiliando na melhor compreensão dos resultados, evidenciando danos ocorridos às 

células. Concluindo-se que o método de dosagem de TBARS pelo HPLC e C11-BODIPY581/591 

são os mais indicados para avaliação da peroxidação lipídica em espermatozoides de caprinos e 

ovinos podendo ser utilizados com sucesso juntas ou isoladamente. Determinados os melhores 

métodos, avaliou-se a ocorrência de peroxidação lipídica da membrana plasmática de 

espermatozoides caprinos e ovinos criopreservados com diluidor suplementado com Trolox, 

onde amostras de sêmen foram diluídas em leite desnatado (caprino) ou tris-gema de ovo 

(ovinos), sem antioxidante (grupo controle) ou adicionadas de Trolox nas concentrações de 

20µM ou 40 µM /mL (tratamentos). Após descongelação a 37 °C/30s, as amostras foram 

submetidas à avaliação da peroxidação lipídica por cromatografia líquida de alta performance 

(HPLC-DAD) e citometria de fluxo (C11-BODIPY581/591). Analisou-se ainda a integridade de 

membrana plasmática, acrossomal e cinética espermática. Amostras dos diluidores e do sêmen 

fresco foram também avaliadas por HPLC. Não foi constatada diferença significativa (P>0,05) 

entre os grupos experimentais de ambas as espécies para os parâmetros de cinética espermática e 

integridade de membrana plasmática e acrossomal. Também não foi observada diferença 

significativa (P>0,05) entre os tratamentos para redução da peroxidação lipídica. Conclui-se que 

o processo de criopreservação não desencadeia a peroxidação lipídica da membrana plasmática 

de espermatozoides caprinos e ovinos independente da adição de Trolox (20 e 40 µM). 

 

Palavras chaves: lipoperoxidação, antioxidantes, sêmen, trolox, caprinos e ovinos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

With the aim of identify the best method to assess lipid peroxidation in goat and sheep sperm, 

semen samples were diluted in skimmed milk (Glycerol 7%) and Tris-egg yolk (Glycerol 5%) 

extenders, respectively, and frozen (-196 °C). After thawing (37°C/30s), samples were analyzed 

to lipid peroxidation by spectrophotometry and high performance liquid chromatography – DAD 

(TBARS method) and flow cytometry (C11-BODIPY581/591). It was observed that peroxidation 

levels obtained by spectrophotometry were significantly higher than those found by HPLC 

method. C11-BODIPY581/591 complemented the data obtained by TBARS (HLPC) method, 

helping to better understand the results and providing an overview of damaged caused to cells. In 

conclusion, the dosage method of TBARS by HPLC and C11-BODIPY581 are more appropriated 

to assess lipid peroxidation in goat and sheep sperm, and it can be used with success together or 

separated,. After determine the best method to assess plasma membrane lipid peroxidation of 

goat and sheep sperm cryopreserved with Trolox, semen samples were diluted in skimmed milk 

(goat) or tris-egg yolk (sheep) extenders, without antioxidants (control group) or with Trolox at 

20 µM or 40 µM/mL. After thawing at 37oC for 30 seconds, samples were submitted to 

assessment of lipid peroxidation by high performance liquid chromatography (HPLC) and flow 

cytometry (C11-BODIPY581/591), as well as  plasma membrane integrity, acrosomal integrity and 

sperm kinematics. Semen extenders and  fresh semen samples were also assessed by HPLC. No 

significant difference (P>0.05) was observed among experimental groups of both species to 

sperm kinematics, plasma membrane and acrosomal integrity. Significant difference also was not 

observed (P>0.05) among treatment groups to  lipid peroxidation reductionIn conclusion, the  

cryopreservation process did not trigger lipid peroxidation on goat and sheep sperm plasma 

membrane, independent  of Trolox addiction (20 e 40 µM). 

 

Keywords: lipid peroxidation, antioxidants, semen, trolox, goats and sheep 
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INTRODUÇÃO  

 

 A peroxidação lipídica ou lipoperoxidação (LPO) pode ser definida como uma cascata de 

eventos bioquímicos, resultante da ação dos oxidantes sobre os lipídeos insaturados das 

membranas celulares, levando à destruição de sua estrutura, falência dos mecanismos de troca de 

metabólitos e, numa condição extrema, à morte celular (BENZIE, 1996).  

Os espermatozoides de touros, carneiros e garanhões, por exemplo, são altamente 

sensíveis ao choque térmico, quando comparados aos de homens e coelhos, que são 

relativamente resistentes à criopreservação (WATSON, 1995), devido à grande quantidade de 

ácidos graxos poliinsaturados presentes na sua membrana plasmática. Está condição torna os 

espermatozoides dessas espécies mais susceptíveis aos danos peroxidativos (POULOS et al., 

1973), por culminar na redução da fluidez da membrana e da sua capacidade fertilizante 

(AITKEN, 1995). 

 Pesquisadores têm estudado a adição da vitamina E ao diluente de congelação do sêmen 

de carneiros (MAIA et al., 2009), em virtude desta vitamina atuar na proteção das lipoproteínas 

de baixa densidade presentes na membrana plasmática (KAGAN et al., 1990). 

 As principais metodologias utilizadas para a avaliação da LPO em sistemas biológicos 

baseiam-se na dosagem dos produtos gerados durante as diferentes fases deste processo (NICHI, 

2003). Dentre estas, a dosagem de componentes oxidados que se mantêm nos fluidos corporais, 

tais como o malonaldeído (MDA). A reação com o ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) é a técnica mais 

utilizada. Nesta reação, o composto formado (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico - 

TBARs) pela interação entre o MDA e o TBA pode ser mensurado através de absorbância ou 

fluorescência (JANERO, 1990).  

Todavia, o método de dosagem dos TBARs possui algumas desvantagens, já que não é 

específico para detecção dos produtos da peroxidação lipídica, uma vez que mensura o somatório 

de diferentes substâncias que são reativas ao ácido tiobarbitúrico (STEGHENS et al., 2001). 

Com isso o ensaio de TBA tem sido frequentemente criticado por sua falta de especificidade e 

formação de artefatos.  

Para melhorar a especificidade, vários métodos de cromatografia liquida de alta 

performance (HPLC) foram desenvolvidos, baseados na medição direta do MDA 

(LYKKESFELDT, 2007).  
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A lipoperoxidação ainda pode ser avaliada através da sonda fluorófora lipofílica C11-

BODIPY581/591, análoga de ácidos graxos insaturados, que possui a capacidade de identificar 

mudanças nas suas propriedades fluorescentes após a peroxidação lipídica. Esta sonda emite 

fluorescência em vermelho quando intercalada dentro da membrana íntegra, que se altera para a 

tonalidade laranja (540 nm) após a oxidação pelos peroxinitritos e para a tonalidade verde (520 

nm) após ataque à membrana por outros radicais oxidativos (AITKEN et al., 2007). 

A introdução de biotécnicas da reprodução na criação de animais de produção 

possibilitou o seu crescimento em menor período de tempo devido à utilização de sêmen de 

animais de genética superior. Entretanto, os resultados com o uso de sêmen criopreservado na 

criação de pequenos ruminantes apresenta resultados aquém dos encontrados na bovinocultura, 

em decorrência dos danos observados após a criopreservação.  

Portanto, a crioconservação de espermatozoides caprinos e ovinos é objeto de estudo para 

compreensão dos danos ocorridos durante o processo, sendo a lipoperoxidação uma destas 

alterações. Desta forma, desenvolver e comparar técnicas que sejam de fácil aplicabilidade e de 

custo acessível na identificação da peroxidação lipídica na célula espermática possibilitarão a 

busca por alternativas na criopreservação espermática destas espécies, garantindo melhores 

resultados quando no uso de sêmen pós-descongelação. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Membrana Plasmática 

 

 A membrana celular desempenha função determinante na arquitetura do sistema 

biológico e é um elemento estrutural básico para manutenção dos fluidos intracelulares 

(JEYENDRAN et al., 1984). Todas as células (procariontes ou eucariontes) são circundadas por 

uma membrana plasmática (MP) que define a sua delimitação, separando seu conteúdo do meio 

que a circunda. Por servir de barreira seletiva, MP determina a composição do citoplasma celular 

(COOPER, 1996), e tem papel fundamental na maioria dos fenômenos celulares (SINGER e 

NICOLSON, 1972).  

A MP é organizada por uma bicamada lipídica formada por fosfolipídios e esteróis, além 

de proteínas integrais e periféricas incrustadas na bicamada ou associadas a ela. As regiões 

apolares das moléculas dos lipídeos são orientadas para o centro da bicamada, e os grupos 

polares para a região extracelular ou em contato com o citoplasma, de acordo com o modelo do 

mosaico fluido, postulado por Singer e Nicolson em 1972 (LEHNINGER et al., 2002; 

ANDRADE, 2009). O modelo do mosaico fluido tornou-se mais avançado e complexo incluindo 

conceitos mais recentes, tais como a distribuição lipídica, a assimetria da bicamada (translocases 

ATP-dependente), polimorfismo dos lipídios e interações lipídeo-lipídeo e lipídeo-proteína 

(PARKS e GRAHAM, 1992; JANUSKAUSKAS et al., 2003).  

 A MP recobre todo o espermatozoide e, embora seja contínua sobre a superfície dos 

espermatozoides, a sua natureza difere regionalmente (FLESCH e GADELLA, 2000). A 

composição de proteínas das membranas de regiões diferentes varia mais do que a composição 

de lipídios, refletindo a especialização funcional (SCOTT, 1973).  

 Na cabeça do espermatozoide, a MP possui dois domínios maiores: região acrossomal e 

região pós-acrossomal. Na região acrossomal a membrana pode ser subdividida em segmento 

marginal (apical), segmento principal (acrossomal) e segmento equatorial, sendo que os 

segmentos marginal e principal, juntos, são denominados de capa acrossomal. No flagelo, 

observa-se o domínio da peça intermediária, que cobre a bainha mitocondrial e o domínio da 

cauda posterior, que reveste as peças principal e terminal da cauda (EDDY e O’BRIEN, 1994).  

A MP da cabeça do espermatozoide é separada da MP da peça intermediária pelo anel 

posterior, enquanto a membrana da peça intermediária é separada da membrana do flagelo pelo 
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anel anular. Estes diferentes domínios contém variadas concentrações e distribuições de 

partículas intramembranosas (FLESCH e GADELLA, 2000).  

Os fosfolipídios, cujas cadeias de ácidos graxos são predominantemente poliinsaturadas, 

quando submetidos à redução da temperatura assumem uma forma cônica, na qual as 

extremidades hidrofóbicas são externas e as hidrofílicas internas. Essa estrutura é denominada de 

forma “hexagonal II” ou micela invertida. Quando a membrana encontra-se na transição da fase 

fluida para a fase cristalina, para muitos lipídios, a formação dessa micela invertida é transitória; 

entretanto, para certos fosfolipídios esta estrutura persiste. Como consequência, observa-se o 

aumento da permeabilidade da membrana com o estabelecimento de canais que permitem a 

entrada de íons e pequenas moléculas, podendo desestabilizar a membrana, causando danos 

irreparáveis e perda de viabilidade (AMANN e PICKET, 1987; PARKS e GRAHAM, 1992; 

WATSON, 1995).  

 As alterações de membrana podem variar de mudança na organização, fluidez, 

permeabilidade e composição lipídica da bicamada à total ruptura de membrana 

(JANUSKAUSKAS et al., 2003). Alterações na estrutura e na integridade da membrana 

plasmática parecem ser um importante componente associado com a redução da fertilidade dos 

espermatozoides pós-descongelação (THOMAS et al., 2006).  Com isso, a baixa fertilidade do 

sêmen congelado é atribuída, em grande parte, às alterações sofridas na estrutura das membranas 

plasmática, acrossomal e mitocondrial durante a refrigeração, congelação e descongelação 

(PARKS e GRAHAM, 1992).  

Portanto, a membrana plasmática representa um importante papel na capacidade 

fertilizante dos espermatozoides, modificando-se ao longo do processo de espermatogênese, 

trânsito e armazenagem no epidídimo, ejaculação, depósito no trato genital feminino e, 

finalmente, capacitação e penetração no oócito (HOLT, 1995; WATSON, 1995; LENZI et al., 

1996). Por isso esta estrutura deve apresentar-se íntegra, física e funcionalmente, para que a 

célula tenha viabilidade e capacidade fertilizante (PARKS e GRAHAN, 1992; KUMI-DIAKA, 

1993). Desta forma, são necessários maiores conhecimentos biofísicos desta estrutura celular, 

visando propor soluções para aumentar a sobrevivência dos espermatozoides após a 

crioconservação (HOLT, 2000). 
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2.2 Espécies reativas ao oxigênio (ROS) 

 

 As espécies reativas ao oxigênio (ROS) são moléculas e radicais livres (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1989) altamente reativas, que possuem um elétron desemparelhado (STRYER, 

1996), e, que quando produzidas em excesso (desequilíbrio entre a produção e eliminação) 

(ALVAREZ et al., 1987), induzem danos aos fosfolipídios e ao DNA dos espermatozoides de 

homens, por exemplo, estando envolvidos na infertilidade masculina (OLLERO et al., 2001). 

Estes produtos do metabolismo celular desencadeiam o processo de peroxidação lipídica, 

que determina a diminuição da motilidade e da viabilidade espermática, além de causar danos ao 

acrossoma e ao potencial de membrana mitocondrial (BAUMBER et al., 2000), sendo exemplo 

de danos oxidativos às membranas celulares, lipoproteínas e outras estruturas que contém 

componentes lipídicos, além de acompanhar diversos processos degenerativos (GIROTTI, 1998). 

Em cavalos, touros, e homens, altas concentrações de ROS levam a redução do metabolismo 

energético, da motilidade e da viabilidade (ARMSTRONG et al., 1999; BAUMBER et al., 2002; 

BILODEAU et al., 2002). 

 Dentre as ROS mais importantes estão o radical hidroxila (OH-), o ânion superóxido   

(O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o óxido nítrico (NO2)  destacando o ânion superóxido e 

o peróxido de hidrogênio como as principais ROS observadas no sêmen, resultado do 

metabolismo celular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).  

 Fisiologicamente as ROS se formam durante a respiração mitocondrial, e anormalidades 

na mitocôndria podem contribuir para sua produção excessiva (AL-ABDULLA e LEE, 1998; 

THANNICKAL e FANBURG, 2000).  

Durante a criopreservação ocorre estresse associado às diferenças de temperatura a que as 

células são submetidas, além dos efeitos dos componentes do meio e dos crioprotetores durante o 

processamento, assim como os efeitos da descongelação (VISHWANATH e SHANNON, 2000). 

Além disso, os espermatozoides danificados pelo processo de congelação geram uma maior 

quantidade de ROS do que aqueles morfologicamente normais (BALL et al., 2001). 

Sabe-se que as ROS apresentam uma dupla função na fertilidade, sendo de fundamental 

importância em processos como hiperativação da motilidade, capacitação, reação acrossômica e 

fertilização. Todavia, podem causar danos severos aos espermatozoides, quando os seus 

mecanismos de defesa encontram-se reduzidos. Por conseguinte, a produção controlada de ROS 

é importante para manutenção de suas funções normais, enquanto sua superprodução e/ou defesa 
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antioxidante reduzida levam ao estresse oxidativo, resultando em baixa fertilidade (AITKEN, 

1995). 

 

2.3 Peroxidação Lipídica (LPO) 

 

 A peroxidação lipídica é definida como “a deterioração oxidativa de lipídios 

poliinsaturados”, sendo estes últimos classificados como aqueles que contêm duas ou mais 

duplas ligações carbono-carbono (H2C=CH2), que se tornam excelentes alvos para o ataque de 

radicais livres (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; NORDBERG e ARNÉR, 2001). 

Basicamente, a LPO consiste na incorporação de oxigênio molecular a um ácido graxo 

poliinsaturado (AGPI) para produzir um hidroperóxido lipídico (LOOH), como produto primário 

inicial. O processo de LPO ocorre em diversas etapas e com inúmeras possibilidades de reações 

químicas, o que a torna de difícil compreensão e avaliação (LIMA e ABDALLA, 2001). 

Em suma, a peroxidação é uma reação em cadeia, subdividida nas etapas de iniciação, 

propagação e terminação, de modo que a iniciação da lipoperoxidação é ocasionada pelo ataque 

ao lipídio por qualquer ROS que tenha reatividade suficiente para sequestrar um átomo de 

hidrogênio de um grupo metileno (-CH2-). Por outro lado, o término deste processo é marcado 

pela propagação dos radicais lipídicos e peroxila (R–C e –ROO) produzidos, até que destruam a 

si próprios, sendo o radical hidroxila reconhecido como a ROS iniciadora da peroxidação 

(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).  

 A peroxidação lipídica parece ser uma causa particularmente importante de disfunção 

espermática. Isto porque a membrana espermática sendo rica em ácidos graxos poliinsaturados, 

que, em concentração elevada, determinam fluidez da membrana possibilitando que o 

espermatozoide participe dos eventos de fusão de membranas durante a fertilização, torna estes 

gametas mais susceptíveis a LPO. Por conseguinte, espermatozoides com LPO apresentam 

redução da fluidez da membrana e da sua capacidade de fertilização (AITKEN, 1995). 

Alterações da fase lipídica e/ou aumento na LPO da membrana plasmática têm como 

consequência redução na velocidade e na porcentagem de espermatozoides móveis (WATSON, 

1995; ISACHENKO et al., 2004). Além disso, são observadas mudanças no volume de água 

intracelular, que resultam em estresse mecânico nas membranas (NOILES et al., 1995), 

desestabilização da bicamada lipídica da membrana plasmática e modificações dos componentes 
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da membrana celular, como desnaturação de proteínas da membrana, além de alterações 

metabolismo energético celular, da osmolaridade ou do pH (WATSON, 2000).  

Torna-se visível então à existência de uma correlação entre a lipoperoxidação do sêmen 

com motilidade e morfologia espermática, o que pode ser controlado ou mesmo revertido por 

intermédio da ação dos antioxidantes, os quais podem ser adicionados aos meios diluidores, a 

fim de manter o equilíbrio entre agentes oxidantes e antioxidantes (MAIA, 2006).  

 

2.4 Antioxidantes 

 

 Atualmente existe um grande interesse nos estudos dos antioxidantes, devido às 

descobertas sobre o efeito das ROS no organismo. Os antioxidantes são moléculas ou 

substâncias capazes de converter as ROS em água, com a finalidade de prevenir a sua 

superprodução (AGARWAL et al., 2005).  

Na tentativa de minimizar os danos ocasionados aos espermatozoides pela LPO, diversos 

testes utilizando diferentes antioxidantes tem sido utilizados (MAXWELL e STOJANOV, 1996). 

Alguns estudos já demonstraram que os antioxidantes exercem um efeito protetor sobre a 

membrana plasmática dos espermatozoides criopreservados, sendo capazes de manter a atividade 

metabólica e a viabilidade celular (BECONI et al., 1993). 

Os agentes antioxidantes podem atuar por meio de dois sistemas: enzimático e não-

enzimático (SIES e STAHL, 1995). Os espermatozoides das espécies animais possui um sistema 

intracelular que consiste, principalmente, das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e redutase (GPr), bem como os antioxidantes não 

enzimáticos ácido ascórbico (vitamina C) e o α–tocoferol ou vitamina E (AITKEN, 1995).  

Os antioxidantes agem de diferentes formas na proteção do organismo: 1) atuam 

impedindo a formação de ROS; 2) interceptam as ROS produzidas pelo metabolismo celular ou 

fontes exógenas, impedindo que ataquem os lipídeos, aminoácidos, as duplas ligações dos ácidos 

graxos poliinsaturados e as bases de DNA; 3) reparam lesões, processo relacionado à remoção de 

danos ao DNA e reconstituição das membranas celulares danificadas (BIANCHI e ANTUNES, 

1999). 

Entretanto, a utilização destes suplementos em meios para criopreservação, visando 

melhorar a qualidade dos espermatozoides, vem gerando resultados bastante contraditórios, 
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demonstrando a necessidade da realização de mais pesquisas a respeito dos seus efeitos no 

sêmen. 

 

2.4.1 Vitamina “E” e Trolox 

 

O α-tocoferol, ou vitamina E, é uma substância lipossolúvel conhecida como inibidora da 

peroxidação lipídica (BREININGER et al., 2005) e, assim como a vitamina C, protege os 

espermatozoides contra danos oxidativos do DNA e da membrana (SIKKA, 1996). Atualmente, 

a vitamina E é um termo genérico para todos os seus tocoferóis e derivados, tendo a atividade 

biológica o α-tocoferol (TRABER e PACKER, 1995; TRABER e SIES, 1996). 

Na natureza, oito substâncias foram encontradas com atividades da vitamina E, as quais 

são - α, - β, γ - e Δ – tocoferol, e α -, - β, γ - e δ - tocotrienol. Estas substâncias estão localizadas 

na interface aquosa e nos domínios hidrofílicos das membranas biológicas e lipoproteínas 

(QUINN, 2004), protegendo as membranas celulares através de sua ação antioxidante e pela 

formação de complexos com os fosfolipídios para estabilização das membranas através de 

ligações de “Van der Waals” (BRADFORD et al., 2003).  

Por conseguinte, a vitamina E atua como captador de radicais livres e reparador de 

membranas (MACHLIN, 1984), além de diminuir a peroxidação lipídica pela manutenção das 

concentrações de superóxido dismutase (BECONI et al., 1991). Desta forma, este antioxidante 

possui duas funções importantes na célula, as quais consistem em sua ação antioxidante e, que 

evita danos aos tecidos compostos por lipídios insaturados, através da remoção de radicais de 

oxigênio ativo (MUKAI, 1993), bem como oxigênio singlet (FUKUZAWA et al., 1997), além da 

função de estabilizar a estrutura das membranas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989).  

No que diz respeito à sua utilização na criopreservação, quando adicionado ao meio de 

congelação de sêmen, em espermatozoides bovinos, por exemplo, preservam a atividade 

metabólica e viabilidade celular (O’FLAHERTY et al., 1997), e em ovinos proporcionam melhor 

integridade ultraestrutural (membrana plasmática e mitocondrial) e cinética espermática (SILVA 

et al., 2013). Entretanto, o α-tocoferol pode agir como um pró-oxidante em determinadas 

concentrações e em curto período (SEN et al., 2006).   

E vem-se utilizando antioxidantes hidrossolúveis, como o 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil 

croman-2-ácido carboxílico, posteriormente denominado de Trolox®C (CORT et al., 1975), 
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análogo sintético hidrossolúvel do α-tocoferol (BARCLAY et al., 1995), que é indicado como 

um excelente protetor contra a peroxidação lipídica (SCOTT et al., 1974). 

O Trolox foi sintetizado por Scott e sua equipe em 1974, e indicado como antioxidante 

para a preservação de óleos e gorduras.  Esta substância apresenta propriedades antioxidantes, 

eficazes tanto em gordura animal quanto vegetal, característica que o torna particular, já que o 

tocoferol tem pouca atividade na prevenção da peroxidação de óleos vegetais (SCOTT et al., 

1974), sendo sua atividade antioxidante em óleos vegetais e gordura animal maior que a do α e γ-

tocoferol (CORT et al., 1975), mas o mecanismo de ação para o efeito antioxidante do Trolox é 

semelhante ao da vitamina E. 

 

2.5 Métodos para Avaliação da Peroxidação Lipídica 

 

2.5.1 Espectrofotômetro e Cromatografia líquida de alta performance 

 

A LPO é resultado da ação deletéria aos lipídios espermáticos, e a sua avaliação é 

essencial para observar a integridade da célula. Em espermatozoides são acumulados 

progressivamente, os hidroperóxidos lipídicos na membrana plasmática espermática, que, 

posteriormente, se decompõe para formar o malonaldeído (MDA). O MDA é um dos produtos 

secundários mais conhecidos da LPO e pode ser utilizado em biomaterias, como indicador de 

lesão à membrana (ESTERBAUER et al., 1991). 

Os principais métodos utilizados para avaliação da LPO mensuram a formação de 

produtos gerados durante as diferentes fases deste processo. Em decorrência disto, entre os 

diferentes métodos analíticos estabelecidos, a reação com o ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) é a 

técnica mais utilizada (JANERO, 1990). O MDA em condições apropriadas de incubação (meio 

ácido e aquecimento), reage eficientemente com uma variedade de agentes nucleofílicos para 

produzir cromógenos com alta absortividade molar no espectro visível (JANERO, 1990; 

BENZIE, 1996). 

Para medição do composto formado a partir do MDA com o TBA, utiliza-se 

espectrofotômetro (OHKAWA et al., 1979), determinados por absorção no visível (532 nm) ou 

por fluorescência (λexc = 515 nm e λem = 553 nm) (JANERO, 1990), onde os resultados 
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geralmente são correlacionados com medições a partir de MDA puro (hidrólise ácida de 1,1,3,3-

tetrahidroxipropano, TEP) (CANDAN e TUZMEN, 2008). 

No entanto, os resultados obtidos nos testes de medição do cromóforo vermelho após 

reação com o TBA são bastante variados, de acordo com as diferentes condições em que os 

ensaios foram realizados (LYKKESFELDT, 2007), sendo considerado um método de baixa 

seletividade e sensibilidade, que pode ser melhorado com o uso de análises por cromatografia 

líquida de alta performance, com detecção UV ou fluorescente  (AGARWAL e CHASE, 2002).  

Desta forma, na tentativa de melhorar a especificidade do método espectrofotométrico, 

foi desenvolvido um método de HPLC para isolamento e medição do composto MDA:TBA 

(BIRD et al., 1983).  Sendo a cromatografia um método físico-químico de separação de misturas 

que se fundamenta na migração diferencial dos componentes de uma mistura, o que ocorre 

devido a diferentes interações entre duas fases imiscíveis, sendo uma fase fixa que tem uma 

grande área superficial chamada fase estacionária, e outra um fluido que se move através da fase 

estacionária, sendo chamada de fase móvel (LANÇAS, 1993). 

 

2.5.2 C11-BODIPY581/591 

 

 O C11-BODIPY581/591 (4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora- 3a-ácido4a-diaza-s-

indaceno-3-undecanóico), é uma sonda fluorescente de membrana, cuja fluorescência altera de 

vermelho para verde, irreversivelmente, quando as células são expostas às ROS (PAP et al., 

1999), tratando-se de uma enzima de oxidação fluorescente, análoga de ácidos graxos, que é 

facilmente incorporada à membrana (DRUMMEN et al., 2002). 

Devido à necessidade de se utilizar grande quantidade de material para determinação 

precisa da lipoperoxidação em uma amostra, um ensaio de fluorescência foi criado para detectar 

a formação de peróxidos lipídicos, que tem tido sucesso quando utilizado para analisar células 

espermáticas de touros, suínos e garanhões, sendo considerada um método mais confiável e fácil 

para avaliar a LPO (NAGUIB, 1998; BALL e VO, 2002; BROUWERS e GADELLA, 2003; 

CHRISTOVA et al., 2004; BROUWERS et al., 2005).  
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3 OBJETIVOS 

  

3.1 Objetivo geral: Estudar a peroxidação lipídica da membrana de espermatozoides obtidos de 

pequenos ruminantes e submetidos à criopreservação com Trolox. 

 

3.2. Objetivos específicos:  

1) Avaliar, através das técnicas de espectrofotômetro e HPLC-DAD pelo ensaio com TBA, e 

C11-BODIPY581/591 (fluorescência) por citometria de fluxo, a lipoperoxidação da membrana de 

espermatozoides (in natura e criopreservados), obtidos de pequenos ruminantes;  

2) Estudar o efeito da adição do Trolox ao diluidor de congelação de sêmen sobre a peroxidação 

lipídica da membrana de espermatozoides criopreservados;  

3) Desenvolver um protocolo de rotina para avaliar a lipoperoxidação espermática em 

laboratório. 
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RESUMO 

Objetivando identificar o melhor método para avaliar a peroxidação lipídica em espermatozoides 

criopreservados de caprinos e ovinos, amostras de sêmen foram diluídas em leite desnatado 

(Glicerol 7%) e Tris-gema de ovo (Glicerol 5%), respectivamente, e congeladas (-196 °C). Após 

descongelação (37 °C/30s), as amostras foram submetidas à avalição da peroxidação lipídica por 

espectrofotometria (UV-Visível), cromatografia líquida de alta performance acoplada a detector 

de arranjo de diodos (HPLC-DAD) pelo ensaio do TBARS e citometria de fluxo (C11-

BODIPY581/591). Observou-se que as concentrações de malonaldeído obtidas por 

espectrofotometria foram significativamente maiores que as encontradas pelo método de HPLC. 

Ensaios com a sonda C11-BODIPY581/591 complementaram os dados obtidos pelo ensaio do 

TBARS (HPLC), o que permitiu melhor compreensão dos resultados, por evidenciar os danos 

ocorridos às células. Conclui-se que o método de dosagem de TBARS pelo HPLC e o do C11-

BODIPY581/591 são os mais indicados para avaliação da peroxidação lipídica em espermatozoides 

de caprinos e ovinos, podendo ser utilizados em associação ou isoladamente. 

Palavras-chave: lipoperoxidação, sêmen, HPLC-DAD, C11-BODIPY581/59, espectrofotômetro 

(UV-Visível), ruminantes. 

 

ABSTRACT 

With the aim of identify the best method to assess lipid peroxidation in goat and sheep sperm, 

semen samples were diluted in skimmed milk (Glicerol 7%) and Tris-egg yolk (Glicerol 5%), 
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respectively, and frozen (-196 °C). After thawing (37°C/30s), the samples were analyzed to lipid 

peroxidation by spectrophotometry (UV-Visible), high performance liquid chromatography 

coupled with diode-array detector (HPLC-DAD) by TBARS assay and flow cytometry (C11-

BODIPY581/591). It was observed that peroxidation levels obtained by spectrophotometry were 

significantly higher than those found by HPLC method. Assays with C11-BODIPY581/591 probe 

complemented the data obtained by TBARS (HLPC) method, helping to better understand the 

results and providing an overview of damaged caused on the cells. In conclusion, the dosage 

method of TBARS by HPLC and C11-BODIPY581 are more appropriated to assess lipid 

peroxidation in goat and sheep sperm, and it can be used with success together or separated.  

Keywords: lipid peroxidation, semen, HPLC-DAD, C11-BODIPY581/59, spectrophotometer (UV-

Visible), ruminants. 

 

INTRODUÇÃO 

  

 Todos os componentes celulares são susceptíveis à ação das espécies reativas ao oxigênio 

(ROS), especialmente a membrana plasmática, devido à peroxidação lipídica que causa danos à 

sua estrutura e permeabilidade (MELLO FILHO et al., 1984). Nos espermatozoides, os ácidos 

graxos poliinsaturados presentes na membrana são importantes na manutenção da fluidez e 

flexibilidade durante a fertilização (LONG e KRAMER, 2003). 

Os hidroperóxidos lipídicos (LOOH) são acumulados progressivamente na membrana 

plasmática  dos espermatozoides, e posteriormente, se decompõem para formar o malonaldeído 

(MDA). Desta forma, a peroxidação lipídica é o resultado da ação deletéria das ROS aos lipídios 

espermáticos, e a sua avaliação é essencial para observar a integridade da célula 

(ESTERBAUER et al., 1991), pois espermatozoides com lipoperoxidação apresentam redução da 

fluidez da membrana e da sua capacidade de fertilização (AITKEN, 1995). 

As análises de ocorrência da peroxidação lipídica geralmente são realizadas pela reação 

com o ácido 2-tiobarbitúrico (TBA), onde se mensura a concentração de um cromógeno rosa 

(532nm) (BERNHEIM et al., 1948; PRYOR, 1980), cuja formação depende da presença do 

MDA (SINNHUBER et al., 1958) produzido em maior quantidade pela oxidação secundária de 

ácidos graxos poli-insaturados em fluídos corporais e tecidos (PRYOR et al., 1976). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267006020101
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Entretanto, apesar do método TBA ser mais amplamente utilizado, por sua simplicidade, 

sensibilidade e custo razoável, não é específico para a dosagem de MDA em amostras biológicas 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1981; KIKUGAWA et al., 1988), uma vez que uma série de 

outros compostos podem ter a mesma absorbância (532nm) (PORTER, 1976). 

Na tentativa de superar esta falta de especificidade, vários pesquisadores têm 

desenvolvido métodos de cromatografia líquida de alta performance (HPLC), com base no teste 

do TBA (BIRD et al., 1983; LI et al., 2004; CANDAN e TUZMEN, 2008). Ressalta-se ainda, o 

uso de outros métodos, como o ensaio de fluorescência para detectar a formação de peróxidos 

lipídicos, que depende da sensibilidade do fluoróforo C11-BODIPY (581/591) à oxidação por 

radicais (peroxila e alcoxila) (DRUMMEN et al., 2002).  

Desta forma, com o objetivo de identificar o melhor método para avaliar a ocorrência da 

peroxidação lipídica em espermatozoides criopreservados de caprinos e ovinos, foram utilizados 

os métodos de espectrofotometria (UV-Visível) e HPLC-DAD, baseados no ensaio do TBARS, e 

o C11-BODIPY (581/591) por citometria de fluxo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

      Reagentes: 

 Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma–Aldrich Company (St. Louis, 

MO, USA), com exceção do ácido 2-tiobarbitúrico (MERCK, Darmstsdt, Germany), Hidróxido 

de potássio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Hidróxido de sódio (NUCLEAR, Diadema, SP, 

Brasil), Metanol (CARLOS ERBA, Val-de-Reuil, França). 

        Animais: 

 Foram utilizados cinco reprodutores caprinos e seis reprodutores ovinos, os quais foram 

submetidos à avaliação clínica e andrológica para comprovação da higidez e possibilidade de 

participar do delineamento experimental, de acordo com os padrões mínimos recomendados 

(MIES FILHO, 1982). Os animais foram alocados em baias, recebendo dieta à base de feno de 

capim tifton, ração peletizada, além de sal mineral e água ad libitum. 

 

Colheita e análise do sêmen: 
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 Os ejaculados foram colhidos pelo método de vagina artificial, usando uma fêmea como 

manequim. Imediatamente após a colheita, as amostras de sêmen foram submetidos à análise 

microscópica [movimento de massa (≥ 3),  motilidade (0,0-100,0%), e vigor (≥ 3) espermático], 

em microscópio de contraste de fase (Olympus Optical Co., Ltda., Tokyo, Japan). Foram 

selecionados animais cujos ejaculados apresentaram valores mínimos de 70,0% de motilidade e 3 

de vigor (MIES FILHO, 1982).  

- Caprinos: 

 As colheitas de sêmen foram realizadas a cada 48h, sendo obtido um ejaculado de cada 

animal a cada colheita, sendo realizadas um total de cinco colheitas. Após análise e aprovação de 

cada um dos ejaculados dos cinco animais, de cada dia de colheita, procedeu-se a formação do 

pool dos ejaculados para posterior diluição. A determinação da concentração espermática foi 

realizada em câmera de Neubauer.  

 As amostras de sêmen caprino foram submetidas à lavagem [centrifugação a 

1200rpm/10min, 2vezes, com Tris (3,605 g de Tris-hidroximetilaminometano, 2,024 g de ácido 

cítrico, 1,488 g de frutose e 100 mL de água miliQ; pH 6,8)] para retirada do plasma seminal. 

Em seguida, o pellet foi diluído com Leite desnatado (Glicerol 7%). 

- Ovinos: 

 As colheitas de sêmen foram realizadas a cada 48h, sendo obtido um ejaculado de cada 

animal a cada colheita, sendo realizadas um total de seis colheitas. Após análise e aprovação de 

cada um dos ejaculados dos seis animais, de cada dia de colheita, procedeu-se a formação do 

pool dos ejaculados para posterior diluição. A determinação da concentração espermática foi 

realizada em câmera de Neubauer.  

 Uma vez que as amostras de sêmen ovino não precisam ser lavadas para retirada do 

plasma seminal, procedeu-se imediatamente a diluição em Tris-gema de ovo (Glicerol 5%).  

 

Congelação: 

   Após diluição, as amostras de sêmen correspondentes aos grupos experimentais foram 

envasadas em palhetas (0,25 mL; 50x106espermatozoides) e processadas em máquina de 

congelação de sêmen (modelo TK 3000, TK tecnologia em Congelação Ltda, Brasil), utilizando 

a seguinte curva de congelação (-0,25 °C/min até atingir 5 °C, após estabilização por 2h, em 

seguida -20 °C/min até -120 °C). Imediatamente após a congelação as palhetas foram 
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transferidas para o nitrogênio líquido (-196 ºC) e armazenadas em botijão criobiológico.  A 

descongelação de 2 palhetas de sêmen de cada espécie foi realizada em banho-maria (37 ºC, 30s) 

e alíquotas dessas amostras foram avaliadas quanto à peroxidação lipídica. 

 

Análise da Peroxidação Lipídica: 

 

 Preparo de soluções: 

 As soluções de trabalho foram preparadas de acordo com a metodologia descrita por 

Candan e Tuzmen (2008) com modificações. Preparou-se uma solução de Ácido 2-tiobarbitúrico 

(TBA) à 40mM, onde 576,0g de TBA foi solubilizado em 80,0mL de água e, em seguida, 

aquecido à 55°C por 30min em banho-maria. Após atingir a temperatura ambiente completou-se 

com água para o volume de 100,0mL. Uma alíquota de 1,3mL de Ácido fosfórico (H3PO4) foi 

diluído em 50,0mL de água para obter uma solução à 440mM. Preparou-se uma solução estoque 

de Tetrametoxipropano (TEP) a 1mM, diluindo-se 16,6µL em 100mL de ácido sulfúrico 1,0%. 

Uma mistura de Metanol (MeOH) e Hidróxido de sódio (NaOH) 1,0M na proporção 91:9 foi 

utilizada como agente de precipitação. Para o preparo da solução tampão de Fosfato de potássio 

(KH2PO4) à 50mM, 6,8g do sal foi solubilizado em 1,0L de água e o pH ajustado para 6,2 com 

Hidróxido de potássio (KOH). 

 

Curva Padrão: 

 Preparou-se uma curva padrão utilizando o TEP, de acordo com metodologia descrita por 

Candan e Tuzmen (2008), com modificações, onde uma alíquota (2mL) de  solução estoque de 

TEP foi diluída em 50mL de ácido sulfúrico para obter uma concentração de 40nmol/mL de TEP 

(solução de trabalho), e a partir da solução de trabalho foi diluído (diluição seriada) em água para 

as concentrações de 10; 5; 2,5; e 0,625 nmol/mL e incubados por 2h a temperatura ambiente. A 

500µL de cada um dos padrões foram adicionados 750µL de H3PO4 (440mM) e 50µL de TBA 

(40mM), a seguir, a mistura foi aquecida por 1h a 100 °C a fim de ocorrer a reação de 

derivatização. Após atingirem a temperatura ambiente, foi retirada uma alíquota (500µL) dos 

padrões e misturada a 500µL do reagente de precipitação [MeOH:1 M NaOH (91:9)]. As 

amostras foram então filtradas em filtro de membrana (0,22µM) e avaliadas.  
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.  - Espectrofotômetro: 

 Uma alíquota (400µL), de cada um dos padrões foi retirada para análise no 

espectrofotômetro (UV-Visível), utilizando um analisador bioquímico semi-automático (Bioplus, 

modelo BIO-2000). A detecção do aduto foi realizada em um comprimento de onda de 532nm. 

Todas as amostras foram preparadas e analisadas em triplicata. As concentrações de 

malonaldeído foram expressas em nmol/mL. 

 - HPLC: 

 Uma alíquota (400µL) de cada um dos padrões foi colocada em um “vail” para injeção no 

aparelho de HPLC (Shimadzu Prominence, modelo LC-20AT), equipado com detector de arranjo 

de diodo (SPDM 20), forno da coluna (CTO-20AC), autoinjetor (SIL-20A), duas bombas (LC-

6AT), degaseificador (DGU-20As) e módulo de comunicação (CBM-20A) controlado pelo 

software LC-Solution. 

 Para as separações cromatográficas utilizou-se a coluna Rexchorm S5-100-ODS 

(150mmx4,6mm I.D. 5µm 100Ã) à uma temperatura de 30 °C e coluna de guarda Security Guard 

Catridge Holder C18 (4x3.0mm), utilizando como fase móvel uma solução tampão de metanol-

fosfato de potássio (50mM, pH=6.8; 40:60, v/v), a qual foi previamente filtrada em filtro de 

membrana (0,45um; Millipore, Bedford, MA) e injetada em condição isocrática, com uma taxa 

de fluxo de 0.6 mL/min.  

 Os cromatogramas foram registrados em um comprimento de onda fixado em 532nm. O 

tempo de corrida foi 8 min, e o volume de injeção da amostra de 10µL. Todas as amostras foram 

preparadas e analisadas em triplicata. As concentrações de malonaldeído foram expressas em 

nmol/mL. 

Após a análise foram obtidas as seguintes curvas de calibração (Figura 1 e 2): 
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Figura 1. Curva padrão gerada pelos padrões de TEP, mostrando a correlação entre a área de 

pico e as concentrações de MDA (HPLC-DAD). Coeficiente de correlação para a linha de 

regressão foi r=0.9998 para as concentrações entre 0,625 e 10nmol/mL.  

 

 

 

Figura 2. Curva padrão gerada pelos padrões de TEP, mostrando a correlação entre a absorbância 

e as concentrações de MDA (Espectrofotômetro- UV-Visível). Coeficiente de correlação para a 

linha de regressão foi r=0.9972 para as concentrações entre 0,625 e 10nmol/mL.  
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 Após a obtenção das curvas padrão, procedeu-se às análises das amostras de sêmen 

caprino e ovino, submetidos à congelação/descongelação. 

 

 Análise da peroxidação lipídica nas amostras de sêmen  

 As amostras de sêmen foram preparadas segundo metodologia descrita por Candan e 

Tuzmen (2008), com modificações, onde em um tubo de vidro com tampa foi adicionada uma 

alíquota (200µL) de sêmen, 750µL de H3PO4 (440mM) e 50µL de TBA (40mM). Essa mistura 

foi aquecida por 1h a 100 °C, e após atingirem a temperatura ambiente, foi retirada uma alíquota 

(500µL), colocada em tubo de microcentrífuga, a qual foi adicionado 500µL do reagente de 

precipitação [MeOH:1 M NaOH (91:9)]. A seguir, as amostras foram centrifugadas (13000rpm 

por 5 min) e retirado o sobrenadante que foi filtrado em filtro de membrana (0,22 µm). 

 Uma alíquota (400µL) do sobrenadante foi colocada em tubo de microcentrífuga para 

análise no espectrofotômetro (UV-Visível) e outra alíquota (400µL) foi colocada em um “vail” 

para injeção no aparelho de HPLC-DAD e analisadas como descrito anteriormente. 

 

Método de Imunofluorescência 

C11-BODIPY581/591 

 Para análise da peroxidação lipídica através da sonda fluorescente C11-BODIPY581/591 

[4,4- difluoro -5-(4-phenyl-1,3-butadienyl) -4- bora -3a, 4a-diaza-s-indacene -3-undecanoic acid; 

InvitrogenTM, Eugene, Oregon, USA], descongelou-se 1 palheta de sêmen a 37 °C por 30 s, os 

quais foram centrifugados duas vezes em PBS (Fosfato Salino Tamponado), a 1500rpm por 5 

min. A seguir, as amostras foram ressuspensas em PBS e adicionado 1µL de C11-BODIPY 

581/591 na concentração de 2mM, e incubadas a 37 °C por 30 min no escuro. Depois desse 

período, as amostras foram novamente lavadas em PBS para retirada de sonda não-ligada e 

analisadas por citometria de fluxo, utilizando o citômetro de fluxo BDFACSAria II (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA), no qual as sondas fluorescentes foram excitadas por um laser de 

argônio de 488nm. Para detecção de fluorescência verde utilizou-se o filtro FL-1(530/30nm) e 

para a vermelha o filtro FL-3(620nm). Os dados foram coletados utilizando BD FACSDivaTM 

Software (Becton Dickinson) e avaliadas 10.000 células, sendo classificadas em oxidadas (verde) 

e não oxidadas (vermelho). 
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Análise estatística 

 

 Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o GraphPad InStat (versão 3.10, 

2009). Os dados foram testados para normalidade e homogeneidade da variância usando o 

método de Kolmogorov-Smirnov e Bartlett´s test respectivamente. Para comparação das médias 

utilizou-se o Teste T. Todos os valores foram expressos em média e desvio padrão, nível de 

significância (p<0,05). Para correlação entre as variáveis foi utilizado o teste de correlação de 

Pearson. 

 

RESULTADOS 

 

 De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, pode-se observar que concentração de 

malonaldeído em espermatozoides criopreservados de caprinos e ovinos, pelo método de 

TBARS, quando analisado por espectrofotometria (UV-Visível) apresentou resultados 

significativamente maiores (P<0,05) do que os encontrados por HPLC-DAD.  

Ao se utilizar a técnica de fluorescência (C11-BODIPY 581/591), evidenciou-se que 

2,18±0,1% e 2,59±0,01% dos espermatozoides caprinos e ovinos, respectivamente, apresentaram 

peroxidação lipídica da membrana, após terem sido submetidos à congelação/descongelação.  

Além disso, foi realizada análise de correlação entre os testes de mensuração do MDA, 

onde para os dados da espécie caprina não houve correlação R= -0,25499 (R2=0,065). 

Entretanto, nas amostras da espécie ovina observou-se correlação moderada R= 0,463293 

(R2=0,2146) entre as técnicas. 

Não foi realizado teste de correlação entre as técnicas do C11-BODIPY e as de 

mensuração do MDA, por esta correlação ser pouco representativa, já que as técnicas diferem em 

seus mecanismos (oxidação da sonda x produção de MDA) e unidades de medida (unidades de 

fluorescência x nmol/mL de MDA). 
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DISCUSSÃO 

 A falta de especificidade do método de dosagem do TBARS para detecção dos produtos 

da lipoperoxidação (STEGHENS et al., 2001) é alvo de muitas críticas, devido à formação de 

artefatos (LYKKESFELDT, 2007), tornando necessário o uso de técnicas de avaliação mais 

adequadas para uso em espermatozoides. Neste experimento foram utilizados diferentes métodos 

para avaliação da peroxidação lipídica de espermatozoides de caprinos e ovinos, observando-se 

que a peroxidação apresentada pelo método de TBARS, avaliado por espectrofotometria (UV-

Visível), foram superiores àqueles obtidos por HPLC-DAD.  

Corroborando com estes achados, Tug et al. (2005) também encontraram concentrações 

significativamente maiores de MDA por espectrofotometria, quando comparado ao HPLC, em 

soro de pacientes com doença pulmonar obstrutiva crônica. Entretanto, Durfinová et al. (2007) 

não observaram diferença entre os testes, sendo semelhantes os resultados obtidos por eles, 

quando avaliadas as concentrações de MDA em tecidos cerebrais de ratos. 

Apesar do método espectrofotométrico apresentar a vantagem de ser simples, sensível e 

ter custo razoável, não é específico para a dosagem de MDA em amostras biológicas 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1981; KIKUGAWA et al., 1988), estando os seus resultados 

sujeitos a vários erros (BIRD et al., 1983), como observado neste estudo. Portanto, vem-se 

utilizando a cromatografia liquida de alta performance que além de sensível, é específica, 

reprodutível e estável (BIRD et al., 1983), porém de custo mais elevado. No entanto, se obtém 

resultados confiáveis.  

Todavia, a determinação da concentração de MDA, um dos produtos da peroxidação 

lipídica, possível via que permite avaliar os danos celulares causados pelo estresse oxidativo 

(DURFINOVÁ et al., 2007), fornece uma medida indireta da peroxidação, sem resolução 

subcelular das alterações ocorridas nas membranas (PAP et al., 1999). Neste caso, a formação de 

ROS pode ter ocorrido em apenas uma pequena parcela da população (GUTHRIE e WELCH, 

2012), fato observado nos resultados deste estudo, onde se constatou um baixo porcentual de 

células marcadas pelo C11-BODIPY. 

A sonda fluorescente C11-BODIPY é considerada um método confiável e fácil para 

avaliar a peroxidação lipídica, que necessita de uma quantidade reduzida de amostras (NAGUIB, 

1998; BALL e VO, 2002; BROUWERS e GADELLA, 2003), diferente das demais técnicas que 

necessitam de grande quantidade de material. Quando avaliada por citometria de fluxo, apresenta 

a desvantagem do alto custo do aparelho, mas trata-se de um método rápido e prático, sendo uma 

ferramenta valiosa para pesquisa (AITKEN et al., 2007).  
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Além destes métodos, existem outros testes para avaliação da peroxidação lipídica, mas a 

maioria necessita do uso de aparelhos caros e especializados, e não apresentam o mesmo 

rendimento do ensaio do TBA por HPLC (LYKKESFELDT, 2001). Diferentes testes podem ser 

realizados para cada fase desse processo, como a detecção de dienos conjungados, detecção do 

4-hidroxinonenal, teste do alaranjado de xilenol, detecção dos isoprostanos, cromatografia 

líquida de alta eficiência com detecção por quimiluminescência, cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada à espectrometria de massas (LIMA e ABDALLA, 2001). No entanto, alguns 

deles não são aplicáveis para espermatozoides. 

 

CONCLUSÃO 

Com base nos resultados, é possível concluir que, o método de dosagem de MDA mais 

indicado para avaliação da ocorrência de peroxidação lipídica em espermatozoides de caprinos e 

ovinos é o de HPLC-DAD. Todavia, recomenda-se também o uso, em associação, da técnica de 

fluorescência com C11-BODIPY. 
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Tabela 1 - Valores médios da concentração de malonaldeído (nmol/mL) e porcentual de 

espermatozoides portadores de peroxidação lipídica, obtidos pelo uso do C11-

BODIPY581/591 em amostras criopreservadas de sêmen de caprinos e ovinos  

Testes         Amostras de Sêmen 

 Caprino Ovino 

Espectrofotômetro (nmol/mL de MDA) 
2,9±1,2a 6,6±3,2a 

HPLC (nmol/mL de MDA) 0,2±0,1b 2,9±0,7 b 

C11-BODIPY (%) 
2,1±0,1 2,5±0,0 

Letras diferentes na mesma coluna P <0,05. 
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RESUMO 

Objetivando avaliar a ocorrência de peroxidação lipídica da membrana plasmática de 

espermatozoides caprinos e ovinos criopreservados com Trolox, amostras de sêmen foram 

diluídas em Leite desnatado (Glicerol 7%) (caprino) ou Tris-gema de ovo (Glicerol 5%) (ovino), 

sem antioxidante ou adicionadas de Trolox nas concentrações de 20µM ou 40 µM/mL. Após 

descongelação a 37 °C/30s, as amostras foram submetidas à avaliação da peroxidação lipídica 

por cromatografia líquida de alta performance acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-

DAD) e citometria de fluxo (C11-BODIPY581/591), assim como a integridade de membrana 

plasmática e acrossomal por microscopia fluorescente e cinética espermática pelo sistema 

computadorizado de análise dos espermatozoides (CASA). Não foi constatada diferença 

significativa (P>0,05) entre os grupos experimentais de ambas as espécies para os parâmetros de 

cinética espermática e de integridade de membranas plasmática e acrossomal, bem como não foi 

observada diferença significativa (P>0,05) entre os tratamentos para redução da ocorrência de 

peroxidação lipídica na membrana plasmática dos espermatozoides. Além disso, a análise de 

peroxidação lipídica dos diluidores demonstrou que o leite desnatado apresenta baixa 

concentração de malonaldeído, entretanto, o Tris-gema de ovo apresentou altos níveis de 

peroxidação, interferindo nos resultados de mensuração do MDA das amostras de sêmen ovino.  

Conclui-se que o processo de criopreservação não desencadeou a peroxidação lipídica da 
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membrana plasmática de espermatozoides caprinos e ovinos com ou sem adição de Trolox (20 e 

40 µM). 

Palavras-chave: lipoperoxidação, antioxidantes, sêmen, Trolox, HPLC-DAD, C11-

BODIPY581/591 

 

ABSTRACT 

Aiming  to assess the occurrence of lipid peroxidation on plasma membrane of goat and sheep 

sperm cryopreserved with Trolox, semen samples were diluted in skimmed milk (goat) or tris-

egg yolk (sheep) extenders, without antioxidants or with Trolox at 20 µM or 40 µM /mL. After 

thawing at 37oC for 30 seconds, samples were submitted to assessment of lipid peroxidation by 

high performance liquid chromatography (HPLC-DAD) and flow cytometry (C11-

BODIPY581/591), as well as plasma membrane and acrosomal integrity in fluorescent microscopy 

and sperm kinematic by computer-assisted sperm analysis (CASA). No significant difference 

(P>0.05) was observed among experimental groups of both species to sperm kinematics, plasma 

membrane and acrosomal integrity. Significant difference also was not observed (P>0.05) among 

treatment groups to lipid peroxidation reduction on sperm plasma membrane. Furthermore, the 

analysis of extenders lipid peroxidation demonstrated that the skimmed milk extender presented low 

concentration of malonaldehyde, whereas Tris-egg yolk extender showed high levels of peroxidation, 

interfering on MDA measurement results of ram semen samples. In conclusion, the process of 

cryopreservation did not trigger lipid peroxidation of plasma membrane of goat and sheep semen 

with or without addition of Trolox (20 and 40 µM). 

 

Keywords: lipid peroxidation, antioxidants, semen, Trolox, HPLC-DAD, C11-BODIPY581/591 

 

INTRODUÇÃO 

A criopreservação do sêmen determina alterações celulares que contribuem para a 

diminuição da fertilidade, quando comparado ao sêmen fresco, sendo uma das estruturas mais 

afetadas a membrana plasmática (BICUDO et al., 2007), cujos danos são ocasionados pela 

geração de espécies reativas ao oxigênio (ROS) (AITKEN, 1995). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1532045601002708
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A reação das ROS com os ácidos graxos poli-insaturados (AGPI), presentes nas 

membranas celulares e nas lipoproteínas, iniciam um processo em cadeia conhecido como 

peroxidação lipídica ou lipoperoxidação (LPO), que pode ser avaliado e utilizado como um 

indicador do estresse oxidativo celular (LIMA e ABDALLA, 2001).  

Os lipoperoxidos e suas substâncias metabolizadas produzem, pelo processo de indução 

da LPO, lesão celular que acelera a apoptose das células germinativas, resultando no aumento da 

quantidade de espermatozoides associados com a infertilidade e a aparente redução da qualidade 

seminal, incluindo anormalidades da peça intermediária, diminuição da motilidade e perda da 

capacidade do espermatozoide realizar a reação de acrossoma e consequentemente fertilização 

(AITKEN et al., 1993). 

Na tentativa de minimizar os danos causados às células espermáticas pela peroxidação 

lipídica, diversos antioxidantes vêm sendo testados (MAXWELL e STOJANOV, 1996), dentre 

eles a vitamina “E” e seu análogo hidrossolúvel, o Trolox, que é indicado como um excelente 

protetor contra a peroxidação lipídica (SCOTT et al., 1974), protegendo os espermatozoides dos 

danos oxidativos do DNA e da membrana (SIKKA, 1996). 

 Com isso, o objetivo deste trabalho foi estudar a ocorrência de peroxidação lipídica da 

membrana plasmática de espermatozoides caprinos e ovinos criopreservados com Trolox, pelo 

ensaio do ácido 2-tiobarbitúrico (TBA), utilizando cromatografia líquida de alta performance 

(HPLC-DAD), e por imunofluorescência  (C11-BODIPY581/591), em citometria de fluxo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

      Reagentes: 

 Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma–Aldrich Company (St. Louis, 

MO, USA), com exceção do ácido 2-tiobarbitúrico (MERCK, Darmstsdt, Germany), Hidróxido 

de potássio (VETEC, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Hidróxido de sódio (NUCLEAR, Diadema, SP, 

Brasil), Metanol (CARLOS ERBA, Val-de-Reuil, França). 

 

Animais: 

 Foram utilizados cinco reprodutores caprinos e seis reprodutores ovinos, os quais foram 

submetidos à avaliação clínica e andrológica para comprovação da higidez e possibilidade de 
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participar do delineamento experimental, de acordo com os padrões mínimos recomendados 

(MIES FILHO, 1982). Os animais foram alocados em baias, recebendo dieta à base de feno de 

capim tifton, ração peletizada, além de sal mineral e água ad libitum. 

 

Colheita e análise do sêmen: 

 Os ejaculados foram colhidos pelo método de vagina artificial, usando uma fêmea como 

manequim. Imediatamente após a colheita, as amostras de sêmen foram submetidos à análise 

microscópica [movimento de massa (≥ 3),  motilidade (0,0-100,0%), e vigor (≥ 3) espermático], 

em microscópio de contraste de fase (Olympus Optical Co., Ltda., Tokyo, Japan). Foram 

selecionados animais cujos ejaculados apresentaram valores mínimos de 70,0% de motilidade e 3 

de vigor (MIES FILHO, 1982).  

- Caprinos: 

 As colheitas de sêmen foram realizadas a cada 48h, sendo obtido um ejaculado de cada 

animal a cada colheita, sendo realizadas um total de cinco colheitas. Após análise e aprovação de 

cada um dos ejaculados dos cinco animais, de cada dia de colheita, procedeu-se a formação do 

pool dos ejaculados para posterior diluição. A determinação da concentração espermática foi 

realizada em câmera de Neubauer.  

 As amostras de sêmen caprino foram submetidas à lavagem [centrifugação a 

1200rpm/10min, 2vezes, com Tris (3,605 g de Tris-hidroximetilaminometano, 2,024 g de ácido 

cítrico, 1,488 g de frutose e 100 mL de água miliQ; pH 6,8)] para retirada do plasma seminal. 

Em seguida, o pellet foi diluído com Leite desnatado (Glicerol 7%), com ou sem adição de 

Trolox, de acordo com os grupos experimentais (G1= controle; G2= 20 µM de Trolox; G3= 40 

µM de Trolox) 

- Ovinos: 

 As colheitas de sêmen foram realizadas a cada 48h, sendo obtido um ejaculado de cada 

animal a cada colheita, sendo realizadas um total de seis colheitas. Após análise e aprovação de 

cada um dos ejaculados dos seis animais, de cada dia de colheita, procedeu-se a formação do 

pool dos ejaculados para posterior diluição. A determinação da concentração espermática foi 

realizada em câmera de Neubauer.  

 Uma vez que as amostras de sêmen ovino não precisam ser lavadas para retirada do 

plasma seminal, procedeu-se imediatamente a diluição em Tris-gema de ovo (Glicerol 5%), com 
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ou sem adição de Trolox, de acordo com os grupos experimentais (G1= controle; G2= 20 µM de 

Trolox; G3= 40 µM de Trolox). 

  

Congelação: 

   Após diluição, as amostras de sêmen correspondentes aos grupos experimentais foram 

envasadas em palhetas (0,25 mL; 50x106espermatozoides) e processadas em máquina de 

congelação de sêmen (modelo TK 3000, TK tecnologia em Congelação Ltda, Brasil), utilizando 

a seguinte curva de congelação (-0,25 °C/min até atingir 5 °C, após estabilização por 2h, em 

seguida -15 °C/min até -120 °C). Imediatamente após a congelação as palhetas foram 

transferidas para o nitrogênio líquido (-196 ºC) e armazenadas em botijão criobiológico.  Para 

análise espermática descongelou-se quatro palhetas de sêmen de cada grupo experimental de 

cada uma das espécies em banho-maria (37 ºC, 30 s) e alíquotas dessas amostras foram avaliadas 

quanto cinética espermática, integridade do acrossoma, integridade da membrana plasmática e 

peroxidação lipídica para ambas espécies. 

. 

Preparo das amostras: 

 

- Peroxidação Lipídica: 

Cromatografia Líquida de Alta Performance (HPLC) 

 As amostras de sêmen fresco e criopreservado, e do diluidor foram preparadas segundo 

metodologia descrita por Candan e Tuzmen (2008), com modificações, onde em um tubo de 

vidro com tampa foi adicionada uma alíquota (200µL) de sêmen, 750µL de H3PO4 (440mM) e 

50µL de TBA (42mM). Essa mistura foi aquecida por 1h a 100 °C, e após atingirem a 

temperatura ambiente, foi retirada uma alíquota (500µL), colocada em tubo de microcentrífuga, 

a qual foi adicionado 500µL do reagente de precipitação [MeOH:1 M NaOH (91:90)]. A seguir, 

as amostras foram centrifugadas (13000rpm por 5 min) e retirado o sobrenadante que foi filtrado 

em filtro de membrana (0,22 µm) e colocado em um “vail” para injeção no aparelho de HPLC-

DAD.  

 Utilizou-se o HPLC (Shimadzu Prominence, modelo LC-20AT), equipado com detector 

de arranjo de diodo (SPDM 20), forno da coluna (CTO-20AC), autoinjetor (SIL-20A), duas 
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bombas (LC-6AT), degaseificador (DGU-20As) e módulo de comunicação (CBM-20A) 

controlado pelo software LC-Solution. 

 Para as separações cromatográficas utilizou-se a coluna Rexchorm S5-100-ODS 

(150mmx4,6mm I.D. 5µm 100Ã) à uma temperatura de 30 °C e coluna de guarda Security Guard 

Catridge Holder C18 (4x3.0mm), utilizando como fase móvel uma solução tampão de metanol-

fosfato de potássio (50mM, pH=6.8; 40:60, v/v), a qual foi previamente filtrada em filtro de 

membrana (0,45um; Millipore, Bedford, MA) e injetada em condição isocrática, com uma taxa 

de fluxo de 0.6 mL/min.  

 Os cromatogramas foram registrados em um comprimento de onda fixado em 532nm. O 

tempo de corrida foi 8 min, e o volume de injeção da amostra de 10µL. Todas as amostras foram 

preparadas e analisadas em triplicata. As concentrações de malonaldeído foram expressas em 

nmol/mL. 

 

C11-BODIPY581/591 

 Para análise da peroxidação lipídica através da sonda fluorescente C11-BODIPY581/591 

[4,4- difluoro -5-(4-phenyl-1,3-butadienyl)- 4- bora-3 a,4 a- diaza- s- indacene- 3- undecanoic 

acid; InvitrogenTM, Eugene, Oregon, USA], descongelou-se 1 palheta de sêmen a 37 °C por 30 s, 

os quais foram centrifugados duas vezes em PBS (Fosfato Salino Tamponado), a 1500rpm por 5 

min. A seguir, as amostras foram ressuspensas em PBS e adicionado 1µL de C11-BODIPY 

581/591 na concentração de 2mM, e incubadas a 37 °C por 30 min no escuro. Depois desse 

período, as amostras foram novamente lavadas em PBS para retirada de sonda não-ligada e 

analisadas por citometria de fluxo, utilizando o citômetro de fluxo BDFACSAria II (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA), no qual as sondas fluorescentes foram excitadas por um laser de 

argônio de 488nm. Para detecção de fluorescência verde utilizou-se o filtro FL-1(530/30nm) e 

para a vermelha o filtro FL-3(620nm). Os dados foram coletados utilizando BD FACSDivaTM 

Software (Becton Dickinson) e avaliadas 10.000 células, sendo classificadas em oxidadas (verde) 

e não oxidadas (vermelho). 

 

Integridade de acrossoma 

 A integridade do acrossoma foi avaliada retirando-se uma alíquota (10μL) da amostra de 

sêmen de cada grupo experimental para a confecção das lâminas, as quais foram armazenadas a 

4 ºC, protegidas da luz e analisadas no prazo de duas semanas. As lâminas foram coradas no 
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momento da análise através da técnica de coloração FITC-conjugada ao Peanut aglutinina 

(FITC-PNA, SILVA et al., 2011), onde 30μL de solução de trabalho de PNA (1mg/mL) foi 

depositado no centro da lâmina e efetuada a homogeneização da amostra. 

 Posteriormente, as lâminas sofreram refrigeração a 4 ºC durante 20 min e, após este 

período, foram lavadas em 50mL de PBS e colocadas no isopor para secagem em temperatura 

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

0,1% w/v Fenilenediamina, 4,5 mL Glicerol; pH 8,0) foram colocadas entre a lâmina e lamínula, 

e observadas em microscópio de fluorescência (Carl Zeiss, Göttingen, Germany) utilizando o 

filtro de fluoresceína (450-490nm, espelho dicromático de 510nm), quando foram contados 200 

espermatozoides/lâmina e classificados em acrossomas intactos (AI), quando apresentaram-se 

corados em verde e de acrossomas reagidos (AR), quando apresentaram coloração verde 

mesclada, sem coloração ou apenas uma faixa verde fluorescente na região equatorial da cabeça 

espermática.  

 

Integridade da membrana plasmática 

 A análise de integridade da membrana plasmática (iMP) foi realizada com diacetato de 

carboxifluoresceína (DCF) e iodeto de propídio (IP), segundo a metodologia descrita por  Silva 

et. al. 2011. Alíquotas (10 µL) de sêmen foram diluídas em 30 µL de Tris contendo 5 µL de DCF 

(0.46 mg⁄ml em DMSO) e 20 µL de PI (0,5 mg/mL em PBS). Um total de 200 espermatozoides 

foram avaliados em microscópio de epifluorescência (Carl Zeiss, Göttingen, Germany; 400 x), 

usando filtro de emissão DBP 580-630 nm e excitação DBP 485/20 nm, e classificados como 

portadores de membrana intacta, quando apresentaram-se corados em verde, ou de membrana 

danificada, quando corados em vermelho. 

 

 Cinética espermática 

 Uma amostra (10µL) do sêmen foi colocada em um tubo de microcentrífuga, no qual foi 

adicionado 30µL de Tris com o objetivo de reduzir a concentração de espermatozoides e a 

densidade dos diluidores utilizados, visando evitar a sobreposição de células e facilitar a captura 

das imagens. A análise foi realizada da seguinte maneira: uma alíquota (5µL) da amostra foi 

colocada em uma lâmina e coberta por lamínula, as quais estavam sobre uma placa previamente 

aquecida (37°C) e avaliadas em microscópio de contraste de fase (Eclipse 50i; Nikon, Tokyo, 

Japan). As imagens foram capturadas com uma câmera digital Basler A312FC (Basler Vision 
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Technologies, Ahrensburg, Germany) com ampliação de 400x. Foram escolhidos, 

aleatoriamente, pelo menos, cinco campos por amostra, onde os resultados foram digitalizados, 

registrando-se, no mínimo, 2000 espermatozoides móveis. Na sequência, foram avaliados os 

parâmetros de motilidade total (Mt), motilidade progressiva (Mp), linearidade (LIN), 

retilinearidade (STR) e índice de oscilação (WOB), expressos em porcentual, e velocidade 

curvilínea (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e velocidade média da trajetória (VAP), 

expressos em micrômetros por segundo, utilizando o software SCA ™ v 5.1 (Microptics , SL , 

Barcelona, Espanha). 

 

Análise estatística 

Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o GraphPad InStat (versão 3.10, 

2009). Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), para cada conjunto de 

grupos experimentais, verificando-se efeitos dos tratamentos e suas respectivas interações, com 

nível de significância de 5%. Quando na presença de significância, teste de comparações 

múltiplas de Tukey-Kramer para comparações de médias foram realizados. Os resultados foram 

expressos em média e desvio padrão.  

 

RESULTADOS 

 As amostras de sêmen congelado/descongelado de reprodutores caprinos e ovinos não 

evidenciou diferença significativa (P>0,05) para nenhum dos parâmetros cinéticos avaliados (Mt, 

Mp, VCL, VSL, VAP, LIN, STR e WBO) entre os grupos (Tabela 1 e 2). Assim como não 

houve diferença significativa (P>0,05) no porcentual de espermatozoides com membranas 

plasmáticas e acrossomal íntegras.  

A concentração de MDA não diferiu (P>0,05) entre os grupos das amostras de sêmen 

caprino criopreservados com ou sem adição de Trolox como entre as de sêmen fresco e do 

diluidor (Tabela 3). Todavia, a concentração de malonaldeído nas amostras de sêmen ovino 

evidenciou diferença significativa (P>0,05) entre os grupos experimentais, tendo observado 

maiores valores nas amostras criopreservadas sem antioxidante (controle) e suplementados com 

Trolox (20 e 40 µM), quando comparados às amostras de sêmen fresco (Tabela 4). No entanto, 

os porcentuais de espermatozoides ovinos identificados com peroxidação lipídica, pela sonda 

fluorescente (C11-BODIPY581/591), não diferiram (P>0,05) entre as amostras de sêmen 

criopreservadas com ou sem adição de Trolox (20 e 40 µM). 
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DISCUSSÃO 

 Apesar dos lipídios serem considerados os principais alvos das ROS (SIKKA, 1996), as 

quais tem a produção intensificada durante o processo de criopreservação do sêmen (WATSON, 

2000), e considerada uma importante causa de disfunção espermática (AITKEN, 1995), o 

presente estudo demonstrou, pelos métodos de dosagem de malonaldeído (HPLC) e 

fluorescência (C11-BODIPY581/591), que nas condições deste experimento, o processo de 

congelação/descongelação do sêmen de caprinos e ovinos não causou danos peroxidativos aos 

espermatozoides. 

Embora tenha sido observada diferença significativa entre as amostras de sêmen fresco e 

criopreservado da espécie ovina, ao se utilizar o método de cromatografia, este resultado deveu-

se ao tipo de diluidor utilizado e não à peroxidação na célula espermática. Esta afirmação é 

comprovada pelo fato do diluidor tris-gema de ovo, utilizado sem a adição de espermatozoides, 

ter apresentado maiores níveis de peroxidação do que as amostras contendo sêmen, corroborando 

com os relatos de Sicherle et al. (2011). Fato que pode ser justificado pelos efeitos deletérios do 

peróxido de hidrogênio, que podem ser potencializados em diluidores à base de gema de ovo, 

devido à presença de ferro e outros metais de transição neste substrato (ABOAGLA e TERADA, 

2004).  Além disso, a presença de vários agentes antioxidantes encontrados no sêmen (AITKEN, 

1995) podem também ter contribuído para a redução da peroxidação no meio após a diluição. 

 Com isso, sendo a peroxidação lipídica também reconhecida como um processo 

prejudicial para os espermatozoides, em virtude da perda da motilidade espermática em muitas 

espécies de animais (AITKEN et al. 1989; LENZI, 1996) e já ter sido observada uma correlação 

negativa entre o estresse oxidativo e a motilidade em espermatozoides de carneiros (PERIS et al.; 

2007), a hipótese de que neste experimento a criopreservação do sêmen não causou peroxidação 

lipídica nos espermatozoides de caprinos e ovinos fica mais evidente, já que estes gametas 

apresentaram motilidade total superior a 70% (caprinos) e 60% (ovinos) pós-criopreservação, e 

não apresentaram alterações expressivas nos demais parâmetros cinéticos e de integridade de 

membranas. Além disso, este resultado fica confirmado pela observação de baixo porcentual de 

células marcadas pelo fluoróforo C11-BODIPY, tanto  para espécie caprina quanto para a ovina, 

complementam os dados obtidos ao se realizar a mensuração de MDA por HPLC. 

 Ressalta-se que os efeitos da vitamina “E” na proteção das células espermáticas contra a 

lipoperoxidação apresenta resultados contraditórios na literatura. Neste trabalho, o uso do Trolox 

nas concentrações de 20 e 40 µM não reduziu as concentrações de malonaldeído presentes nas 
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amostras, quando comparado ao controle. Da mesma forma, Sicherle et al. (2011) também não 

detectaram diminuição dos níveis de peroxidação quando adicionado o Trolox (100µM/108 

espermatozoides) ao meio de congelação de sêmen ovino. Todavia, o Trolox foi eficiente em 

reduzir a peroxidação lipídica induzida por 0.24 nmol FeSO4. Por outro lado, Maia et al. (2010), 

utilizando Trolox (50µM Trolox/108 espermatozoides) em meio para congelação de sêmen 

ovino, observaram  redução da peroxidação lipídica, assim como Cerolini et al. (2000) 

constataram que o α-tocoferol também foi capaz de reduzir significativamente a ocorrência da 

LPO, em espermatozoide refrigerados de suínos.   

No entanto, o tratamento antioxidante com Trolox também não demonstrou efeitos 

significativos na cinética espermática de ambas as espécies estudadas, ratificando os relatos de 

Sicherle et al. (2011), que não obtiveram nenhum efeito sobre os parâmetros cinéticos de 

espermatozoides criopreservados de reprodutores ovinos, quando adicionados 100 µM de Trolox 

ao diluente. Da mesma forma, Cabrita et al. (2011) também não observaram melhora na 

qualidade dos parâmetros cinéticos de espermatozoides de peixes, submetidos à refrigeração 

(4°C, 1h) em meio contendo α-tocoferol. Em contrapartida, Silva et al. (2013),  constataram que 

a adição de 60 e 120 µM de Trolox ao meio Tris-gema de ovo, melhorou os parâmetros de Mp, 

VSL, VAP, LIN, WOB e STR. Desta forma, é possível correlacionar que alguns fatores, como 

método de congelação, uso de curva adequada de refrigeração, entre outros fatores, podem 

interferir na produção de ROS e, consequentemente, na ocorrência de peroxidação lipídica da 

membrana de espermatozoides caprinos e ovinos.  

Ainda neste estudo, foi possível observar que o tratamento antioxidante não demonstrou 

ter melhorado os porcentuais de espermatozoides com membrana plasmática e acrossomas 

íntegros. Diferentemente, Azawi e Hussein (2013), afirmam que a vitamina “E” é capaz de 

preservar a integridade de membrana plasmática de espermatozoides de ovinos por até 120h a 5 

°C, o mesmo não ocorrendo para a integridade de acrossoma. Silva et al. (2013) também 

observaram que o Trolox foi capaz de preservar a integridade de membrana plasmática de 

espermatozoides de ovinos, não havendo diferença para integridade de acrossoma. 

Esta diferença observada entre as espécies pode estar relacionada à composição da 

membrana plasmática e acrossomal de espermatozoides caprinos e ovinos uma vez que a 

membrana espermática é rica em ácidos graxos poliinsaturados (AITKEN, 1995) que os torna 

mais sensíveis aos danos peroxidativos (POULOS et al., 1973) e danos a estrutura e integridade 

da membrana plasmática estão associados com a redução da fertilidade dos espermatozoides pós-

descongelação (THOMAS et al., 2006). 
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CONCLUSÕES 

 De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, pode-se concluir que o 

processo de criopreservação do sêmen, nestas condições, não provocou peroxidação lipídica nas 

células espermáticas e, consequentemente, não determinou alterações em seus parâmetros 

cinéticos e de integridade de membranas.  No entanto, a composição do diluente utilizado para 

congelação do sêmen interfere nos resultados de peroxidação, havendo necessidade de mais 

estudos a cerca de diluentes que minimizem esse efeito. 
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Tabela 1- Valores médios dos parâmetros cinéticos e porcentuais de espermatozoides  caprinos 

após criopreservação em leite desnatado, adicionado ou não de Trolox, com membrana 

plasmática e acrossoma intactos 

Parâmetros Espermáticos   Grupos Experimentais     

   

Controle   Trolox 20µM Trolox 40µM 

Mt(%) 

  

70,0±12,9 70,4±5,6 

 

62,7±10,7 

Mp(%) 

  

26,0±2,8 

 

29,4±5,9 

 

29,0±7,2 

 VCL(µm/s) 

 

87,0±8,4 

 

80,4±5,6 

 

88,1±13,1 

VSL(µm/s) 

 

46,5±7,2 

 

45,0±4,9 

 

51,6±8,4 

 VAP(µm/s) 

 

61,2±7,8 

 

56,6±3,4 

 

63,9±10,8 

LIN(%) 

  

53,6±8,7 

 

56,2±7,1 

 

58,6±5,5 

 STR(%) 

  

75,8±7,4 

 

79,4±6,0 

 

80,8±3,9 

 WBO(%) 

  

70,3±5,4 

 

70,5±3,7 

 

72,4±4,0 

 iMP (%) 

  

51,3±8,4 

 

58,3±9,0 

 

51,6±10,5 

 iAc (%)     86,7±3,7 

 

92,1±3,6 

 

90,6±1,4   

Letras diferentes na mesma linha demonstram diferença significativa entre os grupos (P<0,05). 

Mt: motilidade total, Mp: motilidade progressiva, VCL: velocidade curvilínea, VSL: velocidade 

em linha reta, VAP: velocidade média da trajetória, LIN: linearidade, STR: retidão, WBO: índice 

de oscilação, iMP: integridade de membrana plasmática, iAc: integridade de acrossoma. 
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Tabela 2- Valores médios dos parâmetros cinéticos e porcentuais de espermatozoides ovinos 

após criopreservação em tris-gema de ovo, adicionado ou não de Trolox, com membrana 

plasmática e acrossoma intactos 

Parâmetros Espermáticos   Grupos Experimentais     

   

Controle 

 

Trolox 20µM Trolox 40µM 

Mt(%) 

  

62,7±7,2 

 

66,0±10,6 69,7±7,8 

 Mp(%) 

  

32,8±4,6 

 

36,4±9,2 

 

33,1±6,2 

 VCL(µm/s) 

 

88,0±18,4 85,3±12,6 87,0±9,9 

 VSL(µm/s) 

 

63,4±14,2 62,1±11,0 58,7±9,2 

 VAP(µm/s) 

 

76,8±17,5 74,7±12,5 74,4±10,3 

LIN(%) 

  

71,9±3,9 

 

72,6±3,8 

 

67,3±4,7 

 STR(%) 

  

82,6±3,2 

 

83,0±2,3 

 

78,7±3,3 

 WBO(%) 

  

86,9±2,2 

 

87,4±2,4 

 

85,3±2,9 

 iMP(%) 

  

50,3±14,0 

 

58,2±6,9 

 

56,0±7,6 

 iAC(%) 

  

61,5±7,0 

 

64,5±6,5 

 

64,9±8,8 

 Mt: motilidade total, Mp: motilidade progressiva, VCL: velocidade curvilínea, VSL: velocidade 

em linha reta, VAP: velocidade média da trajetória, LIN: linearidade, STR: retidão, WBO: índice 

de oscilação, iMP: integridade de membrana plasmática, iAc: integridade de acrossoma. 
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TABELA 3- Valores médios da concentração de malonaldeído (nmol/mL) em amostras de diluidor, de sêmen fresco e criopreservado e do 

porcentual de células espermáticas marcadas com peroxidação pela sonda fluorescente C11-BODIPY581/591, obtidos de reprodutores caprinos 

adicionadas ou não de Trolox 

Testes 

      Grupos Experimentais           

  

Controle   Trolox 20µM Trolox 40µM   Sêmen Fresco Diluidor 

MDA (nmol/mL)  

 

0,2±0,1 

 

0,2±0,0 

 

0,2±0,1  

 

0,1±0,0 

 

0,09±0,0 

Células com LPO (%) 

 

2,1±0,1 

 

2,1±0,0 

 

2,2±0,0 

   

  

                              Letras diferentes na mesma linha demonstram diferença significativa entre os grupos (P<0,05). 

 

TABELA 4- Valores médios da concentração de malonaldeído (nmol/mL) em amostras de diluidor, de sêmen fresco e criopreservado e do 

porcentual de células espermáticas marcadas com peroxidação pela sonda fluorescente C11-BODIPY581/591, obtidos de reprodutores ovinos 

adicionadas ou não de Trolox 

Testes       Grupos Experimentais           

   

Controle   Trolox 20µM Trolox 40µM   Sêmen Fresco Diluidor 

MDA (nmol/mL) 

 

2,9±0,7a 

 

2,9±0,8 a 

 

2,8±0,6 a 

 

0,5±0,2b 

 

6,4±1,1c 

Células com LPO (%) 

 

2,5±0,0 

 

2,4±0,0 

 

2,6±0,3 

   

  

                                Letras diferentes na mesma linha demonstram diferença significativa entre os grupos (P<0,05). 
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CONCLUSÃO  

  

 Conclui-se que o método de dosagem de MDA utilizado mais indicado para avaliação da 

ocorrência de peroxidação lipídica em espermatozoides de caprinos e ovinos é o de HPLC. 

Todavia, recomenda-se o uso associado com técnicas de fluorescência (C11-BODIPY). Além 

disso, o processo de criopreservação do sêmen, não provoca peroxidação lipídica nas células 

espermáticas e consequentemente, não determina alterações em seus parâmetros cinéticos e de 

integridade de membranas. Estes resultados justificam o fato da adição do Trolox aos diluidores 

não determinar efeito protetor sobre as membranas espermáticas. 

 

 

 

 


