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"Ah! A estrada é comprida e andar vale a 

pena Pois quem busca sonhos de alma 

serena Tocando pra frente sabe aonde vai...." 

(Pirisca Grecco)
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Resumo 
 

DANELUZ, Larissa Oliveira. Efeito dos compostos fenólicos Quercetina 
eKaempferol sobre a função espermática bovina. 2016, 80f. TrabalhoAcadêmico 
– Curso de Graduação em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas. Pelotas. 

 

Com o constante aumento do rebanho bovino no Brasil, o aprimoramento genético e o 

desenvolvimento de biotécnicas da reprodução tem sido foco de estudo como estratégia 

para maximizar a eficiência produtiva dos rebanhos. Sabe-se que a criopreservação de 

espermatozoides é uma biotecnologia muito utilizada e de extrema importância para 

programas de reprodução animal, porém constitui um evento atípico e estressante para 

as células espermáticas, com estímulo à alta geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), o que determina a redução da integridade estrutural e funcional dos 

espermatozoides e consequentemente, apresenta efeitos deletérios à célula. Em 

decorrência disto, grande atenção tem sido dada ao estudo sobre os sistemas de defesa 

antioxidantes exógenos, focado na aplicação de novas terapias antioxidantes utilizadas 

no sêmen criopreservado. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar, em 

sêmen bovino congelado, o efeito dos compostos fenólicos Quercetina e Kaempferol, 

sobre a função espermática, em condições de estresse oxidativo induzido. Para isso, 

foram utilizadas palhetas de sêmen criopreservado bovino, tratadas com concentrações 

crescentes dos compostos fenólicos Quercetina e Kaempferol separadamente (0,01, 0,1 

e 1 µg/mL), incubados por 30 minutos à 37ºC, juntamente com indutores de estresse 

oxidativo, Rotenona (400 nM) e Antimicina (400 nM). Posteriormente, avaliou-se 

parâmetros de motilidade espermática pelo sistema Computer Assisted Sperm Analysis. 

Seguido de análises no citômetro de fluxo Guava EasyCyteTM Mini System, onde 

90.000 células totais em meio Fert-TALP de cada tratamento foram utilizados para as 

análises com sondas fluorescentes específicas para: potencial de membrana 

mitocondrial (JC-1), estresse oxidativo total (CellRox® Green), integridade de membrana 

plasmática e acrossomal (FITC/PI). Não foi possível identificar o efeito dose-dependente 

da adição das moléculas Quercetina e Kaempferol no sêmen congelado bovino para 

nenhum dos parâmetros espermáticos analisados. No entanto, foi possível verificar que 

as moléculas Quercetina e Kaempferol não apresentam atividade citotóxica à célula 

espermática bovina, pois não foi observada uma diminuição na viabilidade e na 

funcionalidade das células expostas aos compostos fenólicos. Estudos adicionais 

buscarão avaliar a atividade dos compostos fenólicos previamente à criopreservação, 

testando o efeito protetor das moléculas em sêmen bovino. É notória a necessidade da 

realização de estudos mais aprofundados a cerca do efeito dos antioxidantes sobre a 

sobrevivência e a funcionalidade dos espermatozoides, bem como das biotécnicas de 

manipulação e do processo de criopreservação espermática. 
 
 

 

Palavras-chave: EROs; Motilidade espermática; Citometria; CASA



 
 

Abstract 
 

DANELUZ, Larissa Oliveira. Efeito dos compostos fenólicos Quercetina 
eKaempferol sobre a função espermática bovina. 2016, 80f. 
TrabalhoAcadêmico – Curso de Graduação em Biotecnologia. Universidade 
Federal de Pelotas. Pelotas. 
 

 

The constant increasing on the bovine herd in Brazil, the genetic enhancement of 

the animals and improvement of existents reproduction biotechniques has been 

focus of study as a strategy to maximize the productive efficiency of the bovine 

herds. It is known that cryopreservation of spermatozoa is a very used 

biotechnology and extremely important for animal breeding programs, an atypical 

and stressful event for sperm cells, stimulating the high generation of reactive 

oxygen species (ROS), which determines the reduction of the structural and 

functional integrity of the spermatozoa and, consequently, has deleterious effects 

on the cell. As a result of this, greater attention has been given to the study on the 

exogenous antioxidant defense systems, focused on the application of new 

antioxidant therapies to be used in cryopreserved semen. The objective of the 

present study was to evaluate, on frozen sperm, the effects on sperm functions 

aplying phenolic compounds Quercetin and Kaempferol under induced oxidative 

stress. For this, bovine cryopreserved semen was treated with increasing 

concentrations of phenolic compounds Quercetin and Kaempferol separately (0.01; 

0.1 and 1 μg / mL), incubated for 30 minutes at 37ºC, together with inducers of 

oxidative stress, Rotenone (400 nM) and Antimycin (400 nM). Subsequently, sperm 

motility parameters were evaluated by the Computer Assisted Sperm Analysis 

System. Followed by analyzes on the Guava EasyCyteTM Mini System Flow 

Cytometer, where 90.000 total cells in Fert-TALP medium from each treatment 

were used for analyzes with specific fluorescent probes for: mitochondrial 

membrane potential (JC-1), total oxidative stress (CellRox® Green), plasma 

membrane integrity and acrosomal membrane (FITC / PI). It was not possible to 

identify the dose-dependent effects with the addition of Quercetin and Kaempferol 

molecules on bovine frozen semen for no one of the analyzed sperm parameters. 

However, it was possible to verify that the Quercetin and Kaempferol molecules 

hadn’t produced cytotoxic activity on bovine sperm cells and a decrease in the 

viability and functionality of the cells exposed to the phenolic compounds wasn’t 

observed. Additional studies aim seek to evaluate the activity of phenolic 

compounds prior to cryopreservation by testing the protective effect of the 

molecules on bovine semen. The need for more in-depth studies on the effect of 

antioxidants on sperm survival and functionality is well-known. As well as the 

manipulation biotechnics and the process of sperm cryopreservation. 
 
 
 

 

Keywords: EROs; Sperm motility; Cytometry; CASA. 
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1.  INTRODUÇÃO 
 
 
 

Estima-se que o rebanho bovino no Brasil, segundo o IBGE de 2014 

esteja em torno de 212,3 milhões de cabeças. O país ocupa o segundo maior 

rebanho no ranking mundial, estando somente atrás da Índia. As exportações 

de carne bovina brasileira atingiram, em julho de 2016, um faturamento de 

US$ 423 milhões, com o embarque de 109,4 mil toneladas, segundo dados 

divulgados pela Associação Brasileira das Indústrias Exportadoras de Carne 

(ABIEC). 
 

Com o constante aumento do rebanho bovino no Brasil, o 

melhoramento genético tem sido um importante foco de estudo como 

estratégia para maximizar a eficiência produtiva dos rebanhos. Neste sentido, 

torna-se indispensável a utilização e o desenvolvimento de biotecnologias que 

permitam o aumento da eficiência reprodutiva. Desta maneira, fica 

demostrado a grande importância de estudos na área visando o 

melhoramento das biotécnicas reprodutivas (SILVEIRA et al., 2004; 

MILAZZOTTO et al., 2008; LÔBO et al., 2010; EUCLIDES FILHO, 2015). 
 

Dentro desse contexto, as biotécnicas reprodutivas na área da 

bovinocultura têm sido amplamente difundidas com vistas ao maior 

aproveitamento da produção de descendentes e melhoramento genético. 

Sendo assim, a produção in vitro de embriões (PIV) no Brasil, é uma 

importante biotécnica de reprodução assistida aplicável a mamíferos 

domésticos de interesse econômico, a qual busca aumentar a produção em 

um menor intervalo de tempo e também gerar melhoramento genético das 

descendentes, otimizando o potencial reprodutivo dos animais (DE CASTRO, 

2016a). A PIV tem ocupado lugar de destaque em função do potencial que 

oferece para acelerar a melhoria genética dos rebanhos (HASLER, 1992). 
 

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA, 2014), o Brasil é o maior produtor mundial de embriões bovinos in 

vitro, com uma produção anual em torno 320 mil embriões, o que representa 

cerca de 50% do mercado mundial. O país já exporta esse tipo de produto 
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paraBotswana, Costa Rica, Etiópia e Moçambique e, a partir de 2016, o Brasil 

passará a vender embriões bovinos produzidosin vitro para o Paraguai 

(MAPA, 2016). 
 

Os programas de melhoramento genético podem ser otimizados pelo 

uso da genômica e da biologia molecular, onde tem-se a identificação e 

seleção de características de difícil mensuração e de interesse de criadores 

em reprodutores selecionados, viabilizando a avaliação genética. Neste 

cenário, a transferência de conhecimentos e tecnologias gerados pela 

genômica aplicada é de fundamental importância, pois os avanços em 

melhoramento genético animal só ocorrerão se esses resultados forem 

incorporados aos sistemas de produção (EMBRAPA, 2016). 
 

O sêmen de boa qualidade é um dos fatores determinantes para a 

fecundação e desenvolvimento embrionário tanto in vivo como em in vitro. Por 

isso, seu processamento deve preservá-lo ao máximo, pois a qualidade 

espermática pode ser comprometida devido às injúrias ou defeitos estruturais 

e funcionais (ZHANG et al., 1999). 
 

Sabe-se que a criopreservação de espermatozoides é uma 

biotecnologia muito utilizada e de extrema importância para programas de 

reprodução animal, pois viabiliza a utilização de reprodutores de localidades 

distantes gerando ganho genético pela possibilidade de se usar bons touros 

reprodutores sem precisar desalocá-los, uma vez que o sêmen estocado a -

196ºC (temperatura do nitrogênio líquido) permanece viável para posterior uso 

por tempo indefinido (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Na maioria dos laboratórios de 

biotécnicas reprodutivas, na PIV, são utilizadas palhetas de sêmen 

congelado. Entretanto, diversos autores já relataram que os processos de 

congelamento e descongelamento causam diminuição do número de 

espermatozoides viáveis por dose (AMANN; PICKET, 1987; WATSON, 2000). 
 

Estudos demonstram que os principais danos causados pelo 

decréscimo da temperatura são alterações nos padrões de motilidade (RUIZ-

PESINI et al., 1998; DE CASTRO et al., 2016a), integridade de membranas 

acrossomais e plasmática (HAMILTON et al., 2016), no DNA espermático 

(AITKEN; DE IULIIS, 2010; DE CASTRO et al., 2016b) e em mitocôndrias, o 
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que pode acarretar na liberação desordenada e exacerbada deespécies 

reativas de oxigênio (EROs), as quais são potencialmente nocivas aos 

espermatozoides, que, por sua vez são potencialmente susceptíveis a danos 

celulares por estresse oxidativo (OLLERO et al.,1998; DE CASTRO et al., 

2016b; HAMILTON et al., 2016). 
 

Tendo em vista a problemática no que tange a relação do estresse 

oxidativo em detrimento à qualidade espermática em bovinos, grande atenção 

deve ser dada aos sistemas exógenos de defesa antioxidantes, e às novas 

perspectivas em termos de terapias antioxidantes utilizadas na 

criopreservação do sêmen, a fim de garantir uma maior viabilidade e 

diminuição do estresse oxidativo. Nessa linha hipotiza-se que antioxidantes 

exógenos podem reduzir a concentração exacerbada de espécies reativas de 

oxigênio, melhorando a qualidade do sêmen criopreservado por meio da 

prevenção ou redução do processo oxidativo, bem como causando melhora 

nas funções espermáticas. 
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2.  OBJETIVOS 
 

2.1. Objetivo Geral 
 

 

Este trabalho teve como objetivo avaliar, em sêmen bovino congelado, 

o efeito dos compostos fenólicos Quercetina e Kaempferol sobre a função 

espermática, em condições de estresse oxidativo induzido. 

 

 

2.2. Objetivos Específicos 
 
 
 

Determinar o efeito dos compostos fenólicos Quercetina e Kaempferol 

sobre os parâmetros de motilidade espermática em espermatozoides de 

bovinos; 

 
 

Avaliar o efeito dos compostos fenólicos Quercetina e Kaempferol 

sobre o potencial mitocondrial, integridade de membrana plasmática e 

acrossomal em espermatozoides de bovinos. 
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3.  REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
 

3.1. Características estruturais e funcionais do espermatozoide 
 
 
 

A estrutura do espermatozoide é recoberta por membrana plasmática e 

é formada por cabeça, contendo o núcleo e cauda, conforme ilustrado na 

Figura 1. É importante ressaltar que a estrutura e a dimensão dessa célula 

variam de acordo com a espécie, mas todas têm a função de deslocar o 

espermatozoide até o encontro do oócito e assegurar a liberação do material 

genético para formação de um embrião (GARNER; HAFEZ, 2004). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 1- Estrutura do espermatozoide. Adaptado de SERIDA (2005). 

 

A cabeça do espermatozoide bovino tem característica de possuir 

forma arredondada e achatada e é composta por núcleo e acrossoma. O 

núcleo é formado por uma massa de DNA condensada, denominada de 

cromatina, a qual está envolta por um envelope nuclear, e estabilizada por um 

complexo de proteínas denominadas de protaminas (GARNER; HAFEZ, 

2004). 
 

O acrossoma localiza-se na extremidade anterior da cabeça do 

espermatozoide sob o núcleo espermático, e está envolto por uma dupla 

camada de membrana acrossomal, a qual está repleta de enzimas 

hidrolíticas, incluindo pró-acrosina, hialuronidase, esterases e hidrolases 

ácidas, as quais estão envolvidas no processo de fecundação (MANN; 
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LUTWAK-MANN, 1981) por serem liberadas após a fusão da membrana 

acrossomal com a membrana plasmática durante a fecundação, permitindo a 

passagem do espermatozoidepela zona pelúcida do oócito (GARNER; 

HAFEZ, 2004) e a dispersão das células do cumulus oophorus (HAFEZ, 

1995). 
 

Durante a reação do acrossomo, a membrana externa acrossomal 

fusiona-se com o plasmalema, sob o controle intra e extra-celular do cálcio, 

determinando a exocitose de todo conteúdo do acrossomo (HARRISON; 

ROLDAN, 1990). A membrana interna do acrossomo é relativamente estável 

e permanece intacta após a reação do acrossomo ter ocorrido. A penetração 

da zona pelúcida e fusão com o oolema são eventos mediados por 

receptores, com áreas específicas da cabeça do espermatozoide se aderindo 

aos alvos no ovócito (HAFEZ, 1995). 
 

Segundo Garner e Hafez (2004), a cauda, ou flagelo espermático, é 

composta pelo colo, peça principal, intermediária e terminal, sendo esta 

estrutura que confere motilidade ao espermatozoide. O colo é a estrutura 

conectiva entre a cabeça e a peça intermediária da cauda. A região da cauda 

entre o colo e o annulus é a peça intermediária. A parte central da peça 

intermediária junto com o comprimento total da cauda forma o axonema, o 

qual é responsável pelo movimento da cauda, e é composto por nove pares 

de microtúbulos dispostos radialmente ao redor de dois filamentos centrais, e 

recoberto por uma camada fibrosa que promove estabilidade aos elementos 

contráteis da cauda.A peça intermediária, localizada posteriormente ao colo, 

contem mitocôndrias em forma de hélice, as quais possuem a função de gerar 

energia para a movimentação espermática (MANELLA, 2000). 
 

Já as membranas espermáticas, como a plasmática, acrossomal e 

nuclear são compostas por uma bicamada lipídica, proteínas, glicoproteínas e 

glicolipídeos e exercem papel fundamental na fisiologia do espermatozoide, 

portanto a integridade dessas estruturas é essencial para o processo efetivo 

de fecundação (CELEGHINI et al., 2007). Em condições de estresse, como 

por exemplo, na criopreservação, essa estrutura pode sofrer rearranjos 

estruturais formando pontos vulneráveis e, com isso, induzir uma excessiva 
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permeabilização ou o rompimento da mesma. Suas funções estão 

relacionadas com o metabolismo celular – manutenção do equilíbrio osmótico 

entre o meioextra e intracelular-, capacitação espermática, reação acrossomal 

e interação do espermatozoide com o oócito (PEÑA et al., 2007). 

 
 

3.2. Geração de EROs no sêmen 
 
 
 

Apesar de o oxigênio possuir papel fundamental para a produção de 

energia nos organismos aeróbicos, ele pode ter efeito deletério devido a 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), esse efeito prejudicial foi 

sugerido por Halliwell e Gutteridge (1999). Todos os organismos aeróbios 

necessitam de oxigênio molecular como receptor eletrônico para uma 

produção eficiente de energia. Portanto, o oxigênio na célula aeróbica, 

participa da principal via de produção de energia, a fosforilação oxidativa. 

Essa via metabólica fosforila a adenosina difosfato (ADP) em trifosfato de 

adenosina (ATP), utilizando elétrons liberados nas reações de oxi-redução na 

mitocôndria. É importante ressaltar que os principais carreadores de elétrons 

são a nicotonamida adenina dinucleotídeo (NAD+) e as flavinas (flavina 

mononucleotídeo – FMN e a flavina adenina dinucleotídeo - FAD). As formas 

reduzidas (NADPH, FMNH2 e FADH2) acabam por ser oxidadas pelo oxigênio, 

produzindo o ATP. Sendo assim, a oxidação ocorre liberando energia 

gradativamente em um processo denominado cadeia transportadora de 

elétrons (NELSON; LEHNINGER; COX, 2008). 
 

Os fosfolipídios parecem ser a fonte principal de substrato para 

respiração endógena dos espermatozoides (SCOTT, 1973). Segundo Scott 

(1973) os tipos de fosfolipídios presentes nos espermatozoides variam 

consideravelmente de uma espécie para outra, sendo que plasmalogencolina 

é o principal fosfoglicerídio dos espermatozoides dos ruminantes domésticos. 

Esses fosfoglicerídios são hidrolizados e há liberação de ácidos graxos, que 

são oxidados rapidamente, promovendo, desta maneira, energia celular 

(MILLS; SCOTT, 1969). Porém, como o oxigênio é um forte oxidante, torna-se 

impossível impedir oxidações secundárias promovidas por esta molécula, as 
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quais por não estarem envolvidas efetivamente no metabolismo 

fisiológico,podem trazer conseqüências graves se os seus produtos não forem 

neutralizados por um sistema antioxidante eficiente (SORG, 2004). 
 

Segundo Araújo (2001), a oxidação de lipídios é um exemplo típico de 

reação envolvendo radicais livres. O organismo produz naturalmente radicais 

livres e outras espécies reativas oriundas do oxigênio pelo próprio 

metabolismo, como subprodutos da respiração e da síntese de estruturas 

mais complexas. Desta maneira, os ácidos graxos insaturados podem ser 

atacados quimicamente pelos radicais livres, fazendo com que ocorram 

reações propagadoras de auto-oxidação, resultando na formação de novos 

radicais livres (BOOTH; MCDOWELL, 1992; ARAÚJO, 2001). 
 

Quimicamente, o termo radical livre refere-se a um átomo ou molécula 

altamente reativa, que contém número ímpar de elétrons em sua última 

camada eletrônica, podendo assim ser definido como qualquer espécie com 

elétron desemparelhado no orbital (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984). E é 

justamente esta falta de emparelhamento de elétrons da última camada, que 

confere alta reatividade e instabilidade a esses átomos ou moléculas 

(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 
 

Sabe-se que baixas concentrações de radicais livres são importantes 

para os processos bioquímicos normais, como: na sinalização e no controle 

do crescimento celular; no ataque de patógenos invasores; na síntese 

enzimática de processos bioativos pelas ciclooxigenases, lipoxigenases e 

pelo nucleotídeo redutase (formação de deoxirribonucleotídeos a partir de 

ribonucleotídeo); e na detoxificação de substâncias estranhas. Entretanto, 

quando sua produção ocorre em quantidade superior à capacidade de 

neutralização pelas células, distúrbios celulares e metabólicos podem ocorrer 

de diversas maneiras (BORGES, 2003). 
 

Dentro do grande grupo de radicais livres, tem-se que os mais 

importantes para as células aeróbicas são os derivados do oxigênio, os quais 

fazem parte do grupo das EROs. As EROs mais comumente geradas pelos 

espermatozoides são o ânion superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio 
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(H2O2) e o radical hidroxil (OH-), produzidas em reações em cadeia (DE 

LAMIRANDE; GAGNON, 1993). 

Segundo Nordberg e Arnér (2001) o ânion superóxido é produzido 

enzimaticamente de forma espontânea, especialmente na membrana 

mitocondrial através da cadeia respiratória, pela redução do oxigênio (O2) 

pela enzima NADPH oxidase ou xantina oxidase, e é a primeira espécie 

reativa formada na cadeia transportadora de elétrons, devido ao escape de 

elétrons. É um radical pouco reativo e não tem habilidade de penetrar nas 

membranas lipídicas, agindo apenas no compartimento onde é produzido. A 

enzima superóxido dismutase (SOD) é responsável por dismutar esse radical 

formando peróxido de hidrogênio (H2O2), o qual não é considerado um radical 

livre, mas é classificado como uma ERO, podendo causar danos e passar 

com facilidade pelas membranas biológicas, pois participa como intermediário 

na reação de Fenton, que produz o radical hidroxil (OH-) (NORDBERG; 

ARNÉR, 2001). A decomposição do peróxido ocorre pela ação da catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A conversão da glutationa oxidada 

(GSSG) novamente à glutationa reduzida (GSH) ocorre pela ação da 

glutationa redutase (GR) (NORDBERG; ARNÉR, 2001), conforme mostra a 

Figura 2. 
 

Sendo considerado o radical que mais confere efeito deletério aos 

sistemas biológicos, o radical hidroxil pode ser formado pela reação de 

Fenton, na qual o peróxido de hidrogênio pode reagir com os íons metálicos 

Fe2+ou Cu2+ (Figura 2). Mesmo não tendo capacidade para atravessar as 

barreiras das membranas, pode reagir com biomoléculas próximas, podendo 

ser lesivo ao DNA (revisado por HALLIWELL, 2001) e desencadeando a 

peroxidação dos lipídeos nas membranas celulares (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2015). 
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Figura 2 - Principais EROs e enzimas antioxidantes no ambiente celular. Fonte: O Autor. 
 

As EROs exercem um duplo papel na fertilidade do macho. Por um 

lado, elas são fundamentais em processos como hiperativação da motilidade, 

capacitação, reação acrossômica e fertilização. Por outro lado, elas também 

podem causar severos danos aos espermatozoides, quando os seus 

mecanismos de defesa estão limitados (MAIA; BICUDO, 2009). Portanto, uma 

produção controlada de EROs é de fundamental importância para a sua 

função espermática normal. Enquanto que, a superprodução e/ou defesas 

antioxidantes inadequadas levam a estresse oxidativo, resultando em impacto 

negativo na fertilidade (AITKEN, 1995) 
 

Durante o processamento do sêmen destinado à criopreservação, o 

desequilíbrio entre a geração de EROs e a atividade antioxidante pode ser 

desencadeado, tanto pelo comprometimento da capacidade protetora dos 

antioxidantes presentes no ejaculado, a partir da marcante redução de suas 

concentrações após diluição do sêmen, quanto pelo estímulo à produção de 

EROs, durante a criopreservação (WATSON, 2000). 
 

A possível causa destas alterações fisiológicas nos espermatozoides 

pode estar relacionada à exposição desses ao sistema in vitro, o qual, por ser 

um ambiente desfavorável, pode propiciar alta produção de radicais livres, 

como as EROs, as quais são altamente prejudiciais à célula se em altas 

concentrações. A ausência de mecanismos de defesa endógenos, a 

exposição dos gametas às sucessivas manipulações e a criação de ambiente 
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propício para a geração de estresse oxidativo são fatores importantes para o 

acúmulo de EROs in vitro. Também pelo fato de, na FIV, os espermatozoides 

serem submetidos à separação por centrifugações sucessivas para remoção 

do diluidor, de crioprotetores e de células mortas, fazendo com que o gameta 

perca sua proteção antioxidante proveniente dos diluentes e do plasma 

seminal (DE CASTRO, 2016a). 

 

 

3.2.1. EROs e a capacitação espermática 
 
 
 

A capacitação espermática é necessária para que ocorra a fertilização, 

sendo resultante de alterações na membrana plasmática, as quais tornam os 

espermatozoides capazes de efetuar a reação acrossômica verdadeira. Em 

condições fisiológicas, a capacitação ocorre durante exposição a uma 

glicoproteína que compõe a zona pelúcida do oócito (BLEIL; WASSARMAN, 

1983). O processo, portanto, é caracterizado pelo influxo de cálcio, aumento 

da fluidez da membrana, aumento do pH intracelular e AMP cíclico, 

fosforilação de proteínas, bem como hiperativação da motilidade 

(SIGNORELLI; DIAZ; MORALES, 2012). 
 

A capacitação espermática termina com o evento de exocitose 

chamado de reação acrossômica, a qual tem como objetivo permitir que os 

espermatozoides penetrem na zona pelúcida do oócito (YANAGIMACHI, 

1994; O’FLAHERTY et al., 2006). A reação acrossomal envolve múltiplas 

funções entre a membrana acrossomal externa e a membrana plasmática, 

possibilitando que o conteúdo do acrossomo seja liberado através de canais 

de membrana (THÉRIEN et al., 1995). Os locais onde estas fusões se iniciam 

são aqueles onde a membrana acrossomal externa é menos estável e onde 

há maior quantidade de sítios de ligação com o cálcio (YANAGIMACHI, 1994). 
 

O envolvimento das EROs no processo de capacitação espermática in 

vitro, depende das condições de incubação (tampões, meios e indutores), 

bemcomo o tempo de exposição da célula, sendo os efeitos espécie-

específicos (DE LAMIRANDE et al., 1997). 
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A criopreservação do sêmen, assim como as sucessivas lavagens 

podem antecipar o processo de capacitação pela alteração de permeabilidade 

de membrana e remoção de agentes decapacitantes (CORMIER; SIRARD; 

BAILEY, 1997; LEAHY; GADELLA, 2011). Consequentemente, a reação 

acrossômica em espermatozoides provenientes de sêmen congelado pode 

ser realizada em menor tempo do que o necessário para sua indução em 

relação a amostras de sêmen in natura no trato genital da fêmea 

(O`FLAHERTY et al., 1999; WATSON, 2000). 
 

Em bovinos, para que ocorram os fenômenos de capacitação 

espermática, hiperativação da motilidade, reação acrossômica e fusão dos 

gametas, existem evidências de que pequenas quantidades do ânion 

superóxido e de peróxido de hidrogênio são necessárias (O’FLAHERTY et al., 

2003). 
 

Visando avaliar o envolvimento das EROs na capacitação espermática 

em bovinos, O’Flaherty et al. (2003) incubaram espermatozoides na presença 

de heparina (indutor da capacitação espermática) e de várias concentrações 

de catalase e, em seguida, determinaram a concentração de H2O2 e o 

percentual de espermatozoides capacitados. Sendo assim, inferiram que o 

ânion superóxido é a EROs envolvida nos mecanismos celulares que levam à 

capacitação do espermatozoide bovino, porém a via e as enzimas que atuam 

neste processo ainda não foram bem esclarecidas (O’FLAHERTY; DE 

LAMIRANDE; GAGNON, 2006). 

 

 

3.3. Danos causados nos espermatozoides pelas EROs 
 
 
 

O efeito das EROs já foi elucidado por diversos pesquisadores, onde 

afetam negativamente a qualidade do sêmen, incluindo perda da motilidade 

de forma irreversível (RUIZ-PESINI et al., 1998), lesões ao DNA espermático 

e mitocondrial (AITKEN; DE IULIIS, 2010) e perda de enzimas intracelulares 

(VALENÇA; GUERRA, 2004), interferindo na capacidade fecundante 

doespermatozoide, bem como na integridade de membranas (DU PLESSIS et 

al., 2010). Neste sentido, Jones e Mann (1977), já haviam relatado que: 
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“A oxidação espermática é acompanhada por alterações 
estruturais na região acrossômica, diminuição da motilidade e 
perda de constituintes intracelulares”. 

 

 

 

 
3.3.1. EROs e seu efeito nas mitocôndrias espermáticas 

 
 
 

As mitocôndrias são as estruturas subcelulares dos espermatozoides 

mais sensíveis ao resfriamento e ao congelamento (PEÑA et al., 2009). 

Exclusivamente localizadas na peça intermediária, as mitocôndrias são 

responsáveis pela produção da energia necessária para a motilidade 

espermática (GRAVANCE et al., 2000), essa energia é armazenada na forma 

de ATP, o qual é quebrado por enzimas (ATPases), resultando na liberação 

da energia necessária para a movimentação da cauda (BARTH; OKO, 1989). 

De acordo com essa evidência, parece lógico que se foque o interesse em 

antioxidantes com capacidade de facilmente alcançar as mitocôndrias (SILVA 

et al., 2011). 
 

Sabe-se que nos espermatozoides, a geração de EROs está 

relacionada com a cadeia transportadora de elétrons e pode ocorrer pela 

enzima NADPH oxidase (KOPPERS et al., 2008). Portanto, a produção de 

espécies reativas de oxigênio nas mitocôndrias ocorre pelo escape de 

elétrons para o oxigênio, produzindo o ânion superóxido. Normalmente, na 

célula essa taxa de vazamento mantém-se baixa e controlada, tendo em vista 

que a concentração de oxigênio dentro da mitocôndria é baixa. A passagem 

dos elétrons para o próximo complexo é facilitada pelo arranjo dos complexos 

carreadores de elétrons e a presença de proteínas desacopladoras nas 

mitocôndrias, ao invés deste escapar para o oxigênio. Porém, quando há 

alterações na organização da mitocôndria, seja pelo bloqueio de algum 

complexo ou mesmo na integridade da membrana desta organela celular, o 

vazamento e posterior formação de superóxido são facilitados. Uma vez 

formado, este ânion torna-se altamente lesivo à célula, podendo oxidar 



 
 
 
 
 

30 
 

lipídeos, proteínas e até mesmo DNA (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; 

NORDBERG; ARNÉR, 2001). 
 

Ferramosca et al. (2013) demonstraram em seus estudos que a 

respiração mitocondrial é afetada negativamente pelo estresse oxidativo, por 

meio do desacoplamento entre o transporte de elétrons e a síntese de ATP. 

Nesse caso, a diminuição da eficiência de respiração mitocondrial pode ser 

uma das possíveis causas de decréscimo de motilidade frente à alta 

concentração de EROs. Outro fator que pode induzir dano peroxidativo na 

peça intermediária é a inibição da fosforilação oxidativa, podendo contribuir 

para a perda de motilidade total e progressiva do espermatozoide (KOPPERS 

et al., 2008). 

 

 

3.3.2. EROs e seu efeito na membrana plasmática espermática 
 

 

A membrana dos espermatozoides é uma estrutura complexa, com 

diferentes domínios caracterizados por proteínas de adesão e fusão da 

membrana espermática com a membrana plasmática do oócito. Ela é rica em 

ácidos graxos poli-insaturados que, por conta da sua conformação, 

contribuem para maior fluidez de membrana da célula. Porém, esse fato torna 

o espermatozoide altamente susceptível ao ataque das EROs, 

desencadeando o processo de peroxidação lipídica (FLESCH; GADELLA, 

2000). 
 

A integridade da membrana plasmática garante a manutenção da 

homeostase celular, atuando como barreira entre os meios interno e externo 

(AMMAN; PICKET, 1987). Em condições de estresse provocado pela 

criopreservação, as membranas podem sofrer rearranjos, formando pontos 

vulneráveis e, com isso, induzir a excessiva permeabilidade ou mesmo 

rompimento da membrana (AMANN; GRAHAM, 1993). A membrana 

plasmática, é portanto, a estrutura do espermatozoide mais susceptível a 

modificações durante o processo de criopreservação, e sua integridade 

éfundamental para que os espermatozoides estejam viáveis no momento da 

fecundação (BORGES et al., 2011). 
 



 
 
 
 
 

31 
 

Espermatozoides são particularmente susceptíveis a danos celulares 

por estresse oxidativo devido à pequena quantidade de citoplasma na célula 

espermática normal, o que limita a quantidade de antioxidantes, 

principalmente os enzimáticos (VERNET; AITKEN; DREVET, 2004). 
 

Quando reagem com os lipídeos da membrana, as EROs promovem a 

formação de radicais com potencial para produzir a peroxidação do ácido 

graxo adjacente. Essa reação é altamente deletéria, acarretando na 

diminuição da fluidez de membrana e posterior redução da capacidade 

fecudante do espermatozoide (AITKEN; CLARKSON; FISHEL, 1989; 

ZABLUDOVSKY et al., 1999). 
 

Para mamíferos domésticas, a peroxidação lipídica está diretamente 

relacionada ao processo de resfriamento e criopreservação do 

espermatozoide (PARTYKA; LUKASZEWICZ; NIZANSKI, 2012; GÓMEZ-

FERNÁNDEZ et al., 2013). A oxidação de lipídios é um exemplo típico de 

reação envolvendo espécies reativas de oxigênio (ARAÚJO, 2001). Ainda, de 

acordo com Araújo (2001), a velocidade de reação de oxidação depende do 

grau de insaturação na molécula do ácido graxo, assim, quanto maior o grau 

de insaturação, maior será a suscetibilidade à oxidação. Desta maneira, os 

ácidos graxos insaturados podem ser atacados quimicamente pelo radical 

livre, fazendo com que ocorra reação propagadora de auto-oxidação, na 

formação de novos radicais livres (BOOTH; MCDOWELL, 1992; ARAÚJO, 

2001). 
 

Apesar do potencial de membrana mitocondrial e da integridade das 

membranas plasmáticas e acrossomal estarem diretamente relacionadas ao 

processo de fecundação, vários autores não tiveram êxito em correlacionar 

estes atributos espermáticos com a fertilidade invitro(HOLT; O’BRIEN; 

ABAIGAR, 2007)e in vivoAL NAIB et al., 2011)de touros. 

 

3.3.3. EROs e seu efeito na molécula de DNA 

 

 

O DNA dos espermatozoides de mamíferos é considerado o DNA mais 

compactado das células eucariotas (WARD; COFFEY, 1991). As protaminas, 
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as quais são proteínas nucleares, são responsáveis por este alto grau de 

compactação (ZINI; AGARWAL, 2011), substituindo as histonas a partir do 

processo de espermatogênese. 
 

De Castro et al. (2016a) demonstraram que os espermatozoides 

bovinos, quando expostos a um ambiente oxidativo, têm prejuízo no que diz 

respeito ao DNA, com impacto sobre o desenvolvimento do embrião. O 

ataque das EROs nos espermatozoides pode causar ligação entre as bases 

constituintes do DNA, desestabilizando a molécula na geração de quebra de 

fita dupla de DNA (AITKEN; DE IULIIS, 2010). Vale ressaltar que o dano de 

DNA está mais relacionado com a produção de EROs geradas pela 

criopreservação do que apoptose celular (THOMSON et al., 2009). 
 

O radical hidroxila desempenha importante papel no que tange ao dano 

à cromatina, podendo alterar a estrutura de bases nitrogenadas em moléculas 

de DNA e RNA, iniciando um processo de oxidação em cadeia e, assim, 

gerando componentes oxidantes. Em outras palavras, lesões oxidativas 

podem ser um biomarcador preditivo para dano oxidativo no DNA, pela 

formação de moléculas específicas após ligação com o radical hidroxila, como 

por exemplo a formação de 8-hidroxi-2'-deoxiguanosine (8OHdG). Estudos 

em humanos demonstraram que a presença de 8OHdG na célula espermática 

tem alta correlação com a fragmentação de DNA (DE ILUIIS et al., 2009). No 

caso de células com replicação de DNA ativo, essas alterações estruturais na 

molécula de DNA são reparadas, impedindo a perpetuação do dano gerado 

pelas EROs. Porém, como a célula espermática madura é uma célula com 

replicação inativa, não é capaz de reparar esse tipo de lesão (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2015). 

 

3.4. Mecanismos espermáticos de defesa antioxidante 
 

 

Sabe-se que espermatozoides possuem um sistema redox complexo, 

devido ao potencial antioxidante do plasma seminal e ao potencial oxidativo 

dos metabólitos espermáticos (STRADAIOLI et al., 2007). Dessa maneira, as 

células espermáticas podem ter estresse oxidativo adicional, tornando 
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necessária uma proteção exógena (TAYLOR, 2001), por possuírem poucos 

mecanismos capazes de evitar parcialmente a produção de espécies reativas 

de oxigênio e prevenir a peroxidação excessiva dos substratos (SILVA, 2006). 

Portanto, é nesse momento que os mecanismos de defesa antioxidante 

endógenos ou exógenos são requeridos para suprir e regular os danos que as 

EROs, em excesso, podem conferir às células em geral. 
 

De acordo com Halliwell e Gutteridge (2012), antioxidante pode ser 

definido como qualquer substância, que estando presente em baixas 

quantidades, quando comparada com substratos oxidáveis, atrasa ou inibe 

significativamente a oxidação desse substrato. São características desejáveis 

às moléculas antioxidantes: apresentarem menor energia de ativação que as 

moléculas oxidáveis, baixa capacidade de perder ou ganhar elétrons e de 

reagir com o oxigênio, possuir atividade antioxidante mesmo em pequenas 

quantidades e serem recicladas direta ou indiretamente por sistemas 

enzimáticos (BUETTNER, 1993). 
 

A maioria das espécies vivas possui eficiente sistema de proteção 

capaz de neutralizar os efeitos maléficos ocasionados pelas espécies reativas 

formadas durante o metabolismo do oxigênio e da oxidação de lipídios. 

Segundo Nordberg e Arnér (2001), o sistema antioxidante celular pode ser 

dividido em sistemas enzimáticos e não enzimáticos. O sistema enzimático de 

proteção das membranas celulares contra a peroxidação lipídica é composto 

basicamente por três enzimas: a glutationa peroxidase (GPx), a superóxido 

dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (AITKEN et al., 1996; BRIGELIUS-

FLOHÉ, 1999). Já o sistema de proteção de membranas não enzimático é 

composto basicamente pelas vitaminas E (α-tocoferol) e C (ascorbato), as 

quais são capazes de reduzir os radicais oxidantes à níveis fisiológicos e, 

assim, impedir a cascata oxidativa (BUETTNER, 1993), além de vitamina A, 

piruvato, glutationa, taurina e hipotaurina (AGARWALL; ALLAMENI, 2004). 
 

Essas enzimas antioxidantes estão presentes no plasma seminal e nos 

espermatozoides dos animais. Na espécie bovina, as enzimas GPx, SOD e 

CAT (em baixa concentração) foram encontradas no plasma seminal, 

enquanto que, nos espermatozoides foram encontrados principalmente 
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superóxido dismutase e baixa concentração de glutationa peroxidase. 

Verificou-se ausência da catalase nos espermatozoides bovinos, diferindo de 

outras espécies, como a humana e a ovina, nas quais foi detectada a 

atividade da mesma (BILODEAU et al., 2002). A catalase presente no plasma 

seminal esteja relacionada, em ovinos e bovinos, ao controle do estresse 

oxidativo nas células (BUCAK et al., 2007). 
 

Segundo Aitken (1995), a atividade biossintética do espermatozoide é 

limitada, tornando difícil a substituição de moléculas que tenham sido 

danificadas. Além disso, as enzimas antioxidantes podem estar concentradas 

na peça intermediária, deixando grande parte da membrana que cobre a 

cabeça e a cauda menos protegida. Por isso, o plasma seminal é 

particularmente importante na proteção do espermatozoide contra os danos 

causados pelos EROs gerados pelo próprio espermatozoide e pelos fagócitos 

presentes no ejaculado. Porém, sabe-se que a lavagem retira a proteção 

antioxidante fornecida pelo plasma seminal, podendo contribuir para aumentar 

os danos oxidativos ao espermatozoide, quando se observa o sêmen 

manipulado (DE CASTRO et al., 2016a). Dessa forma, a adição de 

antioxidantes ao sêmen, aumenta a tolerância espermática ao dano oxidativo, 

após descongelamento, e neutralizam os radicais livres que podem causar 

peroxidação lipídica na célula (BAUMBER et al., 2000). 
 

Muitos antioxidantes artificiais têm promovido efeito benéfico contra os 

danos causados por EROs na motilidade e nos defeitos oxidativos (YOUSEF 

et al., 2003; BANSAL; BILASPURI, 2010). Eles podem ser classificados como 

primários e secundários (ou sinérgicos). Os primários incluem os compostos 

fenólicos poliidroxilados (galatos) e os fenóis com impedimento estrutural 

(butil hidroxianisol - BHA, butil hidroxitolueno - BHT, butil hidroxiquinona - 

TBHHQ etocoferóis). Estes possuem a função de inibir a fase inicial da reação 

pela interação com os radicais livres, ou na etapa de propagação, reagindo 

com os radicais alcoxil ou peroxil, e/ou pela formação do complexo 

antioxidante-peroxil (ARAÚJO, 2001). 
 

Os secundários (ou sinérgicos) são classificados de forma genérica 

como removedores de oxigênio e complexantes, sendo o ácido ascórbico o 
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principal antioxidante deste grupo (ARAÚJO, 2001). Estes podem atuar na 

regeneração do radical fenoxil, doando hidrogênio e consequentemente 

regenerando o antioxidante primário. A habilidade dos vários antioxidantes de 

regenerar outras espécies oxidadas (vitamina E, vitamina C e glutationa) é, 

talvez, mais importante que o nível destes no organismo (BUETTNER, 1993). 

 

 

3.5. Compostos fenólicos como antioxidantes 
 

 

Antioxidantes fenólicos funcionam como sequestradores de radicais e 

algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992), agindo 

tanto na etapa de iniciação quanto na de propagação do processo oxidativo. 

Os produtos intermediários, formados pela ação destes antioxidantes, são 

relativamente estáveis devido à ressonância do anel aromático apresentada 

por estas substâncias (NAWAR, 1985). Os compostos fenólicos e alguns de 

seus derivados são, portanto, eficazes para prevenir a oxidação lipídica. 
 

Os compostos fenólicos são divididos em dois grupos: flavonoides e 

não flavonoides (DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Os denominados 

flavonoides apresentam a estrutura química C6-C3-C6, enquanto que os não 

flavonoides são classificados como sendo derivados das estruturas químicas 

C6-C1(ácidos hidroxi bezoico, gálico e elágico), C6-C3 (ácidos cafêico e p-

cumárico hidroxi cinamatos) e C6-C2-C6 (trans-resveratrol, cis-resveratrol e 

transresveratrol-glucosídio) (DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Os 

compostos polifenólicos, em particular os flavonoides, possuem estrutura 

ideal para a retirada de radicais, o que decorre da presença de vários grupos 

hidroxila, fazendo com que eles sejam considerados antioxidantes mais 

potentes do que as vitaminas C e E (BARREIROS; DAVID; DAVID et al., 

2006). 

Deste modo, em virtude de suas propriedades de oxidorredução, os 

polifenois podem desempenhar um papel importante na absorção e na 

neutralização das EROs, conseguindo exercer efeito quelante sobre o 

oxigênio triplete e singlete ou, ainda, decompor os peróxidos formados 

(DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004), o que por sua vez pode prevenir a 

ocorrência de danos espermáticos (SIKKA, 2004). 
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A capacidade antioxidante de compostos fenólicos é determinada por 

sua estrutura, em particular por hidroxilas que podem doar elétrons e suportar 

como resultado a deslocalização em torno do sistema aromático. Outro 

determinante estrutural importante é a capacidade antioxidante de flavonoides 

atribuídas às hidroxilas em C4 e C3, que atuariam no aumento do potecial 

antioxidante (LIEN et al., 1999). Entretanto, a atividade antioxidante dos 

flavonoides depende da sua estrutura e pode ser determinada por cinco 

fatores: reatividade como agente doador de H+ e elétrons, estabilidade do 

radical flavanoil formado, reatividade frente a outros antioxidantes, 

capacidade de quelar metais de transição, solubilidade e interação com as 

membranas (BARREIROS; DAVID; DAVID et al., 2006). 

Existem, no mínimo, seis possíveis diferentes mecanismos 

antioxidantes dos flavonoides: sequestrador direto de radicais, regulação 

descendente da produção de radicais, eliminação dos precursores dos 

radicais (peróxido de hidrogênio), quelação de metais, inibição da xantina 

oxidase e elevação dos antioxidantes endógenos. É importante destacar que 

os efeitos sequestrantes dos radicais livres não são necessariamente uma 

ação bioquímica única, podendo envolver mais de um tipo de reação dentro 

do mesmo processo oxidante (RAI, 2010). 
 

Portanto, podem atuar como antioxidante ou pró-oxidante, dependendo 

do sistema testado, da concentração, do tempo de oxidação e do método 

usado para acompanhar a oxidação e, também, o pH dos tecidos biológicos 

pode influenciar a atividade dos compostos fenólicos. Sabendo-se que a 

estrutura, dose e via de administração influenciam no efeito biológico de cada 

flavonoide, pode-se ter resultados variáveis após a sua utilização, o que 

justifica a não proteção de algumas células e tecidos pelos compostos 

fenólicos, diante detodos os danos oxidativos sofridos em experimentos 

realizados (BIANCHI; ANTUNES, 1999). 
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3.5.1. Quercetina 
 

 

Quercetina é um dos muitos compostos fenólicos naturais disponíveis 

em plantas vasculares (ROBINSON, 1967) e foi identificado primeiramente 

por Szent-Gyor-gyi em 1936. 
 

É um polifenol flavonoide (STOJANOVIC et al., 2001) que tem sido 

testado para o tratamento de elevadas concentrações sistêmicas de colesterol 

e de doenças cardiovasculares (LIMA et al., 2001), por sua capacidade 

adstringente (DEGÁSPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Este flavonoide possui 

efeito inibidor similar e sinérgico da peroxidação lipídica, quando comparado 

ao resveratrol. Matsuda e colaboradores (2004) destacaram o uso da 

quercetina como potencial antimicrobiano e agente anti-inflamatório para o 

tratamento da tripanossomíase . 
 

Portanto, é considerado um antioxidante mais potente que as vitaminas 

C e E (STOJANOVIC et al., 2001), em virtude da grande quantidade de 

grupos hidroxila em sua estrutura (BARREIROS et al., 2006), conforme 

mostrado na Figura 3. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 3- Estrutura química do composto Quercetina. Adaptado de PubChem Struture 

 

Essa molécula pode inibir o processo de formação de radicais livres em 

três etapas diferentes: na iniciação, pela interação com íons superóxido, na 
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formação de radicais hidroxila, por quelar íons de ferro e na peroxidação 

lipídica, por reagir com radicais peroxil de lipídeos (AFANAS’EV et al., 1989). 

 

3.5.2. Kaempferol 
 

 

O flavonoide Kaempferol é um composto com um baixo peso 

molecular, o qual é comumente encontrado em alimentos derivados de 

plantas e em plantas utilizadas na medicina tradicional. Foi identificado em 

diferentes famílias botânicas e tem sido encontrado em pteridófitas, coníferas 

e angiospermas (CALDERON-MONTAÑO, 2011) 
 

Segundo Calderon Montaño (2011), o Kaempferol tem se mostrado 

eficiente tendo uma variedade de efeitos antioxidantes in vitro e in vivo. Em 

baixas concentrações, age como um “limpador-super óxido”, especificamente 

contra os radicais hidroxila e espécies de peroxinitrito altamente reativas. Em 

concentrações elevadas, aumenta a atividade ou a expressão de enzimas 

antioxidantes como a superóxido dismutase, a catalase, e heme oxigenase-1. 

A estrutura dessa molécula pode ser vista na Figura 4 abaixo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4- Estrutura química do composto Kaempferol. Adaptado de PubChem Struture. 
 
 

3.6. Avaliações espermáticas 
 

 

A observação de um único atributo espermático não permite mensurar 

adequadamente o potencial de fertilidade de uma amostra seminal, a qual 
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depende, sobretudo, da funcionalidade efetiva de diversos componentes da 

célula espermática (BRAUNDMEIER; MILLER, 2001). A combinação de 

vários parâmetros de qualidade do sêmen bovino pós-descongelamento, pode 

explicar de maneira mais fidedigna as possíveis diferenças de fertilidade 

observadas entre touros em relação a qualquer avaliação espermática 

tomada isoladamente (HALLAP et al., 2004). 
 

Frente ao exposto, faz-se necessário associar diferentes avaliações 

laboratoriais de funções espermáticas distintas para que seja possível 

determinar, de maneira mais fidedigna, o grau de injúrias causado no 

espermatozoide após condição de estresse e também, determinar a influência 

dos danos sobre sua capacidade fecundante (MAZIERO et al., 2009). 

 

 

3.6.1. Avaliação da cinética espermática 
 

 

Dentre as avaliações tradicionais da qualidade espermática, a 

motilidade é considerada uma das características mais importantes para 

predizer a fertilidade do sêmen (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 

2002). A motilidade espermática é normalmente utilizada como indicador da 

viabilidade celular, a qual pode ser reflexo, entre outros fatores da integridade 

da membrana, bem como do metabolismo intracelular (CHAN et al., 1985). 
 

O movimento espermático representa uma das características mais 

importantes associadas ao potencial de fertilização de uma amostra seminal, 

mostrando que há uma clara associação entre a ausência de movimento 

espermático e os quadros de infertilidade (OLDS-CLARKE, 1996). Usada para 

fins de pesquisa científica, a motilidade dos espermatozoides é estimada de 

forma subjetiva, por meio de avaliação visual das células sob microscopia 

óptica convencional, representando a principal análise laboratorial 

utilizadapelas centrais de coleta e congelamento de sêmen (ARRUDA et al., 

2005). 
 

Nesse sentido surge o sistema computadorizado de análise 

espermática (Computer Assisted Sperm Analysis – CASA), sendo uma 

técnica de maior repetibilidade, representando um método objetivo que gera 
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informações importantes a respeito das propriedades cinéticas de um 

ejaculado baseando-se na avaliação individual das células (FERREIRA et al., 

1997; JANUSKAUSKA et al., 2003), o que permite a identificação de 

diferentes subpopulações espermáticas em uma amostra (VERSTEGEN; 

IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002). Este detalhamento da cinética celular, 

proporcionada pela análise realizada pelo sistema, reflete a atividade 

metabólica espermática (GIL et al., 2000) e a qualidade dos espermatozoides 

(FARREL et al., 1996). 
 

Mesmo com a controvérsia em relação à correlação dos padrões de 

movimento espermático com os índices de fertilidade in vivo, são observadas 

diferenças significativas no padrão de movimento espermático que alcançam 

altas e baixas taxas de fertilização (VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 

2002) Tendo isso em vista, algumas variáveis geradas pela técnica de CASA, 

como a linearidade espermática, mostram apresentar maior correlação com 

fertilidade (ZHANG et al., 1999; RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2005). É 

importante ressaltar que a associação de múltiplas variáveis de movimento, 

geradas pela técnica de CASA, mostra maior correlação com fertilidade in 

vivo em relação à utilização de apenas um atributo de movimento (FARREL et 

al., 1998). 
 

Alguns parâmetros que podem ser analisados com a utilização desse 

sistema, são por exemplo: linearidade (LIN) e retilinearidade (STR) expressos 

em percentual; velocidade curvilínea (VCL), velocidade em linha reta (VSL) e 

velocidade média do percurso (VAP) expressos em µm/s; além da frequência 

de batimento flagelar cruzado (BCF) expressos em Hertz (Hz) e amplitude do 

deslocamento lateral da cabeça (ALH) expresso em micrômetros (µm) 

(VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002). Sendo que, a VCL refere-se 

ao percurso total que a célula espermática percorre em um determinado 

período de observação; a VSL é o percurso determinado em linha reta do 

primeiro ao último ponto de observação, enquanto que a VAP é estimativa do 

percurso médio que o espermatozoide desenvolveu no período de 

observação. As análises da característica do movimento da célula 

espermática estão relacionadas com a variação do movimento espermático. 
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Sendo que LIN (VSL/VCL X 100) e STR (VSL/VAP x 100) são estabelecidas 

como uma proporção das velocidades, e BCF e ALH de acordo com as 

variações dos movimentos da cauda e da cabeça, respectivamente 

(MORTIMER, 2000). 
 

Os parâmetros VCL, VAP e VSL quantificam o movimento da célula 

espermática, enquanto STR, LIN, ALH e BCF analisam a qualidade deste 

movimento (SILVA et al., 2009). As análises de velocidade espermática são 

expressas pelo CASA através da análise do trajeto (Figura 5). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 5 - Representação esquemática das análises de velocidade expressas pelo sistema 
CASA em uma trajetória irregular. Fonte: O Autor. 
 
 

Entretanto, visto que a motilidade espermática representa apenas um 

dos vários pré-requisitos básicos indispensáveis para que os 

espermatozoides concluam com êxito sua função biológica, a avaliação 

computadorizada do movimento espermático proporciona inconsistente 

correlação com os índices de concepção animal quando utilizada 

isoladamente (GRAHAM; MOCÉ, 2005). Diversos autores têm relatado que 

estes parâmetros, embora importantes, não avaliam conclusivamente a 

capacidade fecundante do sêmen (AMANN, 1989; RODRIGUEZ-MARTINEZ 

et al., 1997). 
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3.6.2. Avaliação morfofuncional por sondas fluorescentes 
 

 

A combinação de diversas sondas fluorescentes possibilita a avaliação 

simultânea de diferentes estruturas espermáticas através de diferentes 

técnicas com a de citometria de fluxo (ARRUDA et al., 2005). Atualmente 

existe uma grande quantidade de sondas fluorescentes capazes de avaliar 

quase todos compartimentos e funções celulares dos espermatozoides. 
 

A fluorescência é um indicador sensível e específico do estado de 

certas moléculas (oxidadas x reduzidas, ionizadas x não ionizadas, livres x 

ligadas), podendo ser aplicada como um meio de medir mudanças 

metabólicas dentro de células vivas (HAUGLAND, 2001). O emprego das 

sondas fluorescentes na andrologia busca avaliar a integridade e função dos 

compartimentos específicos da célula espermática (PETERSON; 

SILVERSTEIN; FREUND, 1974; HALANGK et al., 1984). 
 

Embora o uso de sondas fluorescentes através de microscopia ser um 

método possível para a avaliação da célula e do acrossomo, o número de 

espermatozoides examinados por análise não excede 200. Como forma de 

colmatar esta desvantagem, uma metodologia com bons resultados é a 

citometria de fluxo. Esta é uma técnica vantajosa sobre outras clássicas para 

a avaliação de viabilidade e integridade espermática, uma vez que este 

sistema automatizado tem a capacidade de examinar 10.000 

espermatozoides em menor tempo, permitindo maior exatidão nos resultados 

e diminuição no tempo de preparação requerido em outras técnicas 

fluorescentes (ARRUDA, 2000). Portanto, a associação de sondas 

fluorescentes que tenham afinidades por diferentes estruturas espermáticas, 

permite a avaliação simultânea das diversas funções do espermatozoide, 

sendo uma técnica bastante empregada para a avaliação mais acurada do 

sêmen (GARNER et al., 1986; ARRUDA et al., 2002; CELEGHINI et al., 

2007). 

A citometria de fluxo é atualmente utilizada para avaliar diferentes 

características da célula espermática, tais como: estrutura da cromatina 

(LOVE, 2005), viabilidade espermática (GARNER; JOHNSON, 1995; 

FERRARA et al., 1997), função mitocondrial e status acrossomal(GRAHAM; 
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KUNZE; HAMMERSTEDT, 1990; THOMAS et al., 1998) e apoptose (RICCI et 

al., 2002). A descoberta de uma variedade de sondas fluorescentes tornou 

possível uma análise mais generalizada da qualidade do sêmen em níveis 

bioquímicos, ultraestruturais e funcionais. 
 

Com a utilização da citometria de fluxo, é possível ainda a avaliação de 

múltiplos parâmetros em uma única amostra, como mencionado 

anteriormente. A associação de sondas fluorescentes vai depender do tipo de 

laser, dos detectores de radiação e dos filtros presentes no citômetro. Alguns 

citômetros podem possuir até 16 detectores de radiação dispersa e 

fluorescente, o que permite analisar múltiplas possibilidades de características 

celulares (RIESEBERG et al., 2001). 

 

3.6.2.1. Avaliação da membrana plasmática 
 

 

Os primeiros estudos para avaliar a integridade da membrana 

plasmática em espermatozoides com o uso de sondas fluorescentes citam o 

emprego do brometo de etídio para o sêmen humano (PETERSON; 

SILVERSTEIN; FREUND, 1974) e para touros (HALANGK et al., 1984). Esta 

sonda não atravessa a membrana plasmática intacta, mas uma vez a 

membrana estando permeabilizada, ela entra na célula e tem especificidade 

ao DNA e, quando intercalado à dupla hélice do DNA, a emissão de sua 

fluorescência aumenta onze vezes (PAL; MANDAL; BHATTACHARYYA, 

1998). Porém, devido ao brometo de etídio ser muito tóxico para quem o 

manipula, sua utilização tem sido restringida. 

O iodeto de propídeo (PI), sendo uma sonda fluorescente com 

propriedades semelhantes ao brometo de etídio, tem sido utilizado para fins 

de pesquisa científica envolvendo avaliação da membrana plasmática de 

células. O PI possui afinidade pelo DNA e cora em vermelho o núcleo de 

células com membrana plasmática lesada (GARNER et al., 1986; BAYYARI et 

al., 1990; GRAHAM; KUNZE; HAMMERSTEDT, 1990; ARRUDA, 2000; 

ARRUDA; CELEGHINI, 2003; DE CASTRO et al., 2016a; HAMILTON et al., 

2016). 
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Outras sondas fluorescentes também têm sido usadas para avaliação 

da integridade da membrana plasmática, como os corantes supravitais 

Hoechst33258 (H258) e 33342 (H342), os quais se ligam especificamente ao 

DNA e marcam em azul o núcleo da célula (CASEY et al., 1993). O H258 é 

menos permeável do que o H342, marcando as células com membrana 

plasmática lesada (DE LEEUW et al., 1990). Enquanto que o H342 é 

permeável à membrana plasmática intacta, atuando como marcador de 

membrana plasmática intacta quando associado com outra sonda de 

coloração distinta, como por exemplo o PI (CASEY et al., 1993). 
 

O SYBR-14 também é uma sonda fluorescente com especificidade ao 

DNA. Ele atravessa a membrana plasmática intacta, corando o núcleo dos 

espermatozoides de verde, e é também usado como contra-corante, 

associado principalmente ao PI (THOMAS et al., 1998). Outra sonda que 

pode ser utilizada para o mesmo fim é o diacetato de carboxifluoresceína 

(CFDA), o qual é hidrolisado por esterases, produzindo diacetato de 

carboxifluoresceína livre, que fica retida no interior da célula com a membrana 

plasmática intacta, liberando uma fluorescência de coloração verde 

amarelada (SOUZA, 2001). 
 

O largo e crescente uso do PI é devido à apresentar baixa toxicidade 

quando comparado ao seu antecessor brometo de etídio (CELEGHINI, 2005) 

e à praticidade na preparação e aplicação da técnica. Por ser muito estável e 

eficiente, ele vem vendo utilizado em uma gama de estudos, apresentando 

êxito nos resultados tanto de microscopia de epifluorescência quanto em 

citometria de fluxo (GARNER et al., 1986; BAYYARI et al., 1990; THOMAS et 

al., 1998; PEÑA et al., 1999; ARRUDA et al., 2000; DE CASTRO et al., 2016a; 

HAMILTON et al., 2016). 

 

 

3.6.2.2. Avaliação da membrana acrossomal 
 

 

O acrossoma é essencial para o funcionamento da célula espermática. 

A capacitação espermática e a reação acrossômica são necessárias para a 
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fecundação, no entanto, esses eventos só devem estar completos no 

momento da fertilização. Consequentemente, a porcentagem de células com 

acrossoma intacto e capazes de realizar a reação acrossômica no devido 

momento representam uma característica importante do sêmen (KAWAKAMI 

et al., 1993). Porém, a manipulação seminal pode promover modificações 

estruturais e funcionais na membrana plasmática, induzindo a capacitação 

espermática antecipada e, consequentemente, a reação acrossomal 

prematura (CORMIER; SIRARD; BAILEY, 1997). 
 

A análise por meio de testes laboratoriais da integridade da estrutura 

acrossomal se mostra importante para determinar a qualidade e resistência 

de uma amostra seminal após condição de estresse. A integridade 

acrossomal pode ser avaliada por diferentes técnicas de fluorescência, como 

marcadores enzimáticos de acrosina (PALENCIA et al., 1996) e sondas 

acidofílicas (THOMAS et al., 1997). No entanto, o uso de sondas 

fluorescentes associadas a aglutininas tem sido uma técnica bastante 

empregada na avaliação desta estrutura (MAZIERO et al., 2009). A aglutinina 

de Pisum sativum (PSA), possui especificidade a glicoproteínas da membrana 

acrossomal e quando conjugada ao isoticionato de fluoresceína (FITC) marca 

o acrossomo lesado em verde amarelado (GRAHAM et al., 1990; 

CELEGHINI, 2005; HAMILTON et al., 2016), podendo ser utilizada em 

humanos (CROSS et al., 1986), em bovinos (GRAHAM et al., 1990; DE 

CASTRO et al., 2016a), em equinos (ARRUDA, 2000; ARRUDA; CELEGHINI, 

2003) e em suínos (MATTIOLI et al., 1996). 

 
 

3.6.2.3. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial 
 

 

Existe uma divergência sobre a análise quantitativa da porcentagem de 

células com alto potencial mitocondrial, pois é conhecido que a capacitação 

espermática leva a uma hiperpolarização das membranas espermáticas, 

incluindo a mitocondrial, devido ao aumento dos níveis de íons Ca++ 

(HERNANDEZ-GONZALES et al., 2006), provocando uma hiperativação. 

Sabe-se que o início do processo de capacitação espermática é a remoção de 
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colesterol e a alteração da distribuição dos fosfolipídeos de membrana, as 

quais resultam na abertura dos canais de Ca++. 
 

Modificações semelhantes podem acontecer na crioinjúria, causando 

uma capacitação espermática prematura. Porém, este processo não 

édesejável para a célula por diminuir a longevidade espermática. Desta forma, 

valores de alto potencial de membrana mitocondrial, aliados a diferentes 

padrões de motilidade, tais como valores elevados de velocidade de trajeto 

(VAP), velocidade linear (VSL), velocidade curvilinear (VCL) e amplitude 

lateral de cabeça (ALH), correspondem aos parâmetros frequentemente 

relacionados ao processo de hiperativação (HO; SUAREZ, 2001; 

VERSTEGEN; IGUER-OUADA; ONCLIN, 2002). 
 

O potencial de membrana mitocondrial direciona a síntese de ATP 

mitocondrial, que é gerado pela cadeia respiratória. Análises da função 

mitocondrial podem ser alternativas úteis para uma avaliação mais precisa da 

qualidade espermática (HALLAP, 2005). 
 

Atualmente, a função mitocondrial pode ser avaliada sob microscopia 

de fluorescência por meio de sondas, como Rodamina 123, Mito Tracker 

Green FM e Mito Tracker Red, que permitem a identificação de mitocôndrias 

em células vivas (ARRUDA et al., 2005). 
 

Outra possibilidade corresponde à utilização da sonda 5,5’,6,6’-

tetrachloro-1,1’,3,3’tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1), 

identificado primeiramente por Jelly (1937), é uma carbocianina lipofílica 

catiônica, a qual é internalizada pelas mitocôndrias. Esta sonda fluorescente 

separa duas populações, demostrando mitocôndrias com alto potencial de 

membrana em vermelho e em verde as com baixo potencial (CELEGHINI, 

2005). Seu uso é mais vantajoso quando comparado com as Rodaminas e 

Carbocianinas, pois mostra ser capaz de se ligar seletivamente à mitocôndria 

e as mudanças de coloração são reversíveis, do verde ao alaranjado de 

acordo com o aumento do potencial de membrana acima de valores de 80 a 

100mV. Esta propriedade é reversível devido à formação de agregados na 

membrana polarizada que causam a mudança da emissão de luz de 530nm 

(emissão das formas monoméricas de JC-1) para 590nm (emissão dos J-
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agregados), quando excitados a 488nm. Assim, quando a coloração passa de 

verde para laranja a membrana mitocondrial está mais polarizada 

(COSSARIZZA et al.,1993; GRAVANCE et al., 2000). Quando em 

baixafunção mitocodrial (baixo potencial de membrana mitocondrial), 

fluoresce em verde. Quando em alta funçãomitocondrial a concentração de 

JC-1 dentro das mitocôndrias aumenta, e a coloração forma agregados que 

fluorescem em laranja (GILLIAN et al., 2005). 

 

3.6.2.4. Avaliação da estrutura da cromatina espermática 
 

 

Essencial para o desenvolvimento embrionário após a fertilização e 

união dos pró-núcleos feminino e masculino, a cromatina deve ser íntegra. 

São vários os autores que sugerem que espermatozoides que possuem 

núcleos irregulares apresentam cromatina alterada, e que essas alterações 

podem ser detectadas por padrões anormais de desnaturação do DNA por 

testes específicos (FRASER, 2004; ROUX et al., 2003). 
 

A fragmentação do DNA genômico do espermatozoide pode ocorrer 

pela ativação de endonucleases ou mediado por proteínas de superfície 

celular (DONNELLY et al., 2000). A quebra na dupla fita de DNA pode ser 

detectada pela técnica de TUNEL (BACCETTI et al., 1999) pelo ensaio 

Cometa (DUTY et al., 2002). Outra técnica possível de ser usada para este 

fim é com o uso da laranja de acridina, uma sonda fluorescente que se 

intercala à dupla fita de DNA, e fluoresce em verde quando esta se mostra 

íntegra. Porém, quando intercalada a uma porção de DNA fragmentado ou 

ainda, a RNA, a acridina fluoresce em laranja, permitindo a quantificação de 

grau de desnaturação do DNA nas células espermáticas de uma amostra, 

podendo auxiliar na identificação de indivíduos com distúrbios sensíveis 

relacionados ao processo da espermatogênese (FOSSA et al., 1997). 
 

A coloração por laranja de acridina foi primeiramente desenvolvida para 

avaliar espermatozoides de humanos (TEJADA et al., 1984) e posteriormente 

adaptada para uso em espermatozoides de bovinos (UNANIAN, 2000). Assim, 

a avaliação da integridade da cromatina pelo uso da técnica de laranja de 
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acridina tem sido utilizada para avaliar sêmen criopreservado de bovinos 

(BOCHENEK; SMORAG; PILCH, 2001; JANUSKAUSKAS et al., 2003). 
 

Frente aos compartimentos celulares espermáticos sobre os quais a 

criopreservação pode causar alguma injúria ou efeito negativo, o núcleo se 

mostra como um importante elemento dentro desse contexto, apesar de 

serconsiderado um elemento bastante estável e menos afetado pelo 

congelamento e descongelamento (HAMAMAH et al., 1990). 
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4.  METODOLOGIA 
 
 

O presente estudo foi realizado nos Laboratórios de Biologia do 

Espermatozoide e no Laboratório de Andrologia, ambos localizados no 

Departamento de Reprodução Animal da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade de São Paulo – USP, durante o período de 

19/07/2016 à 04/11/2016. 

 

 

4.1. Reagentes e soluções 
 

 

Todos os reagentes químicos e soluções utilizados a fim de 

desenvolver esse experimento são da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). 

Quando não, o fabricante está especificado na sequência. 

 

 

4.2. Processamento das amostras seminais 
 

 

Para esse experimento, foram utilizadas 10 palhetas de sêmen bovino 

criopreservado, doadas por Centrais de Processamento e Coleta de Sêmen. 

Cada palheta de sêmen (0,25mL) foi descongelada por imersão em água a 

37ºC, por 30 segundos e submetidas ao gradiente de Percoll® (45% e 90%) 

(GE, Healthcare, Bio-Sciences, AB, Björkgatan) a 9000 xg por cinco minutos. 

O sedimento com células foi recuperado e lavado em 1mL de Fert-TALP 

(PARRISH, 1988) sem os agentes capacitores (heparina, penicilina, epinefrina 

e hipotaurina) e centrifugado a 9000 xg por 3 minutos. O segundo sedimento 

foi ressuspendido para uma concentração de 25 x 106 espermatozoides/mL 

em meio Fert-TALP sem os agentes capacitores. 

 

 

4.3. Indução de estresse oxidativo 
 

 

Para indução do estresse oxidativo, foram utilizados os indutores 

rotenona e antimicina em uma solução uso de 400nM para ambos, durante 30 

minutos. A rotenona funciona interferindo na cadeia transportadora de elétrons 
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na mitocôndria, induzindo estresse mitocondrial intracelular, envolvendo 

ainibição do complexo I da cadeia respiratória mitocondrial, resultando em 

deficiência na transferência de elétrons de centros ferro-enxofre no complexo I 

para a ubiquinona, interferindo com NADH durante a produção de energia 

celular utilizável (ATP). Portanto, cria-se uma espécie reativa de oxigênio que 

pode danificar o DNA e outros componentes da mitocôndria (SESTILLI; 

BRAMBILLA; CANTONI, 1999; SUZUKI et. al., 1999; BETARBET et. al., 2000; 

CHAUVIN et. al, 2001). Ao bloquear o complexo I, a rotenona induz 

permeabilidade transitória na membrana mitocondrial externa (GREENAMYR 

et. al., 1999; CHAUVIN et. al., 2001). Já a antimicina (Antimycin A from 

Streptomyces sp.), é um inibidor de transferência de elétrons do complexo 

IIIda cadeia transportadora de elétrons, resultando no colapso do potencial de 

membrana mitocondrial e aumento da produção de O2
-, provocando um 

aumento específico de EROs intracelular (DIKALOV et al., 2012). 

 

4.4. Efeito dos compostos fenólicos sobre a função espermática 
 

 

Para determinar a ação dos compostos fenólicos separadamente, 

observou-se a resposta dos espermatozoides em relação ao suplemento 

adicionado, em um estudo dose-dependente com indução de estresse 

oxidativo pelos indutores rotenona e antimicina. 
 

Para analisar a ação da molécula Quercetina utilizou-se seis palhetas 

de sêmen bovino criopreservado. E para analisar a ação de Kaempferol, 

utilizou-se quatro palhetas de sêmen criopreservado. 
 

Para isso, 25 x 106 de espermatozoides por mL (sptz/mL) em meio 

Fert-TALP foram tratados com concentrações crescentes dos compostos 

fenólicos em estudo: 0,01; 0,1; 1µg/mL separadamente e incubados em 

incubadora de CO2, por 30 minutos à 37ºC, juntamente com 1,5µL de cada 

indutor. As concentrações utilizadas no presente estudo foram escolhidas 

baseada na metodologia proposta por Fernández (2016). Foi utilizado como 

controle somente o sêmen com os indutores, sem adição das moléculas.
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4.5. Avaliações de funções espermáticas 
 

 

Posteriormente, cada tubo foi mantido a 37ºC e, assim, avaliou-se a 

motilidade espermática pelo sistema Computer Assisted Sperm Analysis 

(CASA; IVOS, v 12.2, Hamilton Thorn Research, Beverly, MA), conforme 

mostra a Figura 6. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 6 - Desenho esquemático das análises sobre a motilidade espermática. Fonte: O Autor. 

 

Para as análises no citômetro de fluxo Guava EasyCyteTM Mini System 

(Guava® Technologies, Hayward, CA, EUA), 5 x 106 sptz/mL em meio Fert-

TALP sem agentes capacitores foram utilizados para análises com as sondas 

fluorescentes, conforme demostra a Figura 7. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 7 - Desenho esquemático das análises espermáticas com sondas fluorescentes. 
Fonte: O Autor. 

 

4.5.1. Análise de motilidade espermática computadorizada 
 

 

Para a análise espermática computadorizada foi utilizado o sistema 

CASA, conforme descrito por Goovaerts et al. (2006). As lâminas aquecidas à 



 
 
 
 
 

52 
 

37ºC foram preenchidas com 10µL de cada tratamento (25 x 106 sptz/mL de 

Fert-TALP) e cinco campos foram selecionados para análise. Os parâmetros 

considerados foram: VAP (distância percorrida pelo espermatozoide ao longo 

da trajetória média - velocidade média de percurso), VCL (velocidade 

segundo a trajetória curvo-linear), VSL (velocidade segundo a trajetória 

retilínea - velocidade linear), BCF (frequência de batida cruzada), ALH 

(amplitude de deslocamento lateral de cabeça do espermatozoide), STR 

(retilineidade), LIN (linearidade), motilidade total e progressiva, e ainda, a 

porcentagem de células estáticas e com movimento rápido, médio e lento. 

 

 

4.5.2. Avaliação espermática com sondas fluorescentes 
 

 

As análises foram realizadas em citômetro de fluxo Guava EasyCyteTM 

Mini System, conforme mencionado anteriormente. Este equipamento possui 

um laser de excitação de 488nm e emite uma radiação laser visível a 20 mW. 

O total de 20.000 eventos por amostra foi avaliado e os dados referentes à 

fluorescência amarela (PM1 photodetector – 583nm), vermelha (PM2 

photodetector – 680nm) e verde (PM3 photodetector – 525nm) foram 

recuperados após amplificação logarítmica. Células duplas e debris foram 

excluídas utilizando FL3-A versus FL3-W gate e todos os dados foram 

analisados pelo software FlowJo® v10.2. 

 

 

4.5.2.1. Ensaio de potencial de membrana mitocondrial 
 

 

O potencial de membrana mitocondrial foi avaliado pela sonda 

fluorescente JC-1 (5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolyl 

carbocyaninechloride) (Invitrogen, Eugene, OR, USA). Esta sonda é capaz de 

se ligar seletivamente à mitocôndria dependendo do potencial de membrana, 

emitindo fluorescência vermelha em células com baixo potencial de 

membrana,onde entra em pequenas concentrações e fica na forma de 

monômero. Já em mitocôndrias com alto potencial de membrana entra em 

grandes concentrações formando agregados que emitem fluorescência verde. 
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Para a análise, 90.000 células foram adicionadas a JC-1 (concentração 

final de 1µM) e incubadas por 5 minutos a 37ºC, protegidas da luz, baseado 

na metodologia proposta por De Castro et al. (2016a), porém com redução na 

concentração de células, volume da sonda utilizada e tempo de incubação. 

Para leitura no citômetro de fluxo foram adicionados 100µL de PBS a 37°C, 

realizando a análise de fluorescência pelo canal amarelo, determinando as 

populações em alto, médio e baixo potencial de membrana mitocondrial (ΨM). 

 

 

4.5.2.2. Ensaio de estresse oxidativo total 
 

 

Para avaliar os parâmetros oxidativos realizou-se uma análise de 

estresse oxidativo total interno e, para isso, a sonda selecionada foi CellRox® 

Green (CRG) (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA), sendo esta uma sonda 

que permite detectar agentes oxidantes intracelulares independente da sua 

localização, gerando uma fluorescência verde quando a sonda é oxidada. 
 

Sendo assim, 90.000 células foram adicionadas a 5µM de CRG e 

mantidas à 37ºC por 30 minutos no escuro e, 10 minutos antes do término da 

incubação com CRG, foi adicionado Iodeto de Propídeo (PI) (concentração 

final de 6µM) para diferenciar as populações que apresentam EROs sem 

comprometer a membrana celular daquelas que apresentam uma membrana 

com dano, baseado na metodologia proposta por De Castro et al. (2016a), 

porém com redução na concentração de células e volume da sonda utilizada. 

As amostras foram analisadas com excitação de 488nm e detectadas a 630-

650nm para PI e 515-530nm para CRG, observando-se quatro populações: 

CRG-/PI-, onde apresentam baixos níveis de EROs e membrana íntegra; 

CRG+/PI-, onde se tem altos níveis de EROs sem dano de membrana celular; 

CRG+/PI+, representando altos níveis de EROs e membrana com dano e, por 

fim, CRG-/PI+, onde se tem baixos níveis de EROs e membrana com dano. 

Para leitura no citômetro de fluxo, foram adicionados 100µL de PBS a 37 

°C,realizando a leitura usando o canal verde para CellRox® Green e vermelho 

para PI. 
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4.5.2.3. Ensaio da integridade da membrana plasmática e acrossomal 
 

 

A integridade da membrana plasmática e do acrossoma foi avaliada por 

iodeto de propídio (PI) e isotiocianato de fluoresceina conjugado com 

aglutinina de Pisum sativum (FITC-PSA), respectivamente. A PSA foi usada 

em conjunto com o FITC (isotiocianato de fluoresceína) para que esta fixação 

fosse visível, permitindo a identificação dos espermatozoides pelo citômetro 

de fluxo. A adição de PI à FITC-PSA permite a determinação simultânea da 

viabilidade e integridade do acrossoma dos espermatozoides, uma vez que o 

PI emite fluorescência vermelha e a FITC-PSA emite fluorescência verde 

(HARRISON, 1990). Esta associação divide populações de espermatozoides 

em quatro grupos: membrana intacta e acrossomo intacto, membrana intacta 

e acrossomo reacionado, membrana danificada e acrossomo intacto, 

membrana danificada e acrossomo reacionado. 
 

O procedimento foi realizado com 90.000 células diluídas em Fert-

TALP coradas com 0,5mg/mL PI e 100 µg/mL de FITC-PSA, mantidas a 37ºC 

protegidas da luz, adaptado de De Castro et al., (2016a), porém com redução 

na concentração de células. As amostras foram analisadas por citometria de 

fluxo após cinco minutos. Para leitura no citômetro de fluxo foram adicionados 

100µL de PBS a 37 °C, realizando a leitura excitando as células a 488nm e 

detectadas em 630-650nm (PI) e 515-530nm (FITC). 

 

 

4.6. Análise estatística 
 
 
 

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPadPrism 

(San Diego, Califórnia, USA) versão 5.0. Todas as análises foram feitas pelo 

teste ANOVA de uma via seguido de post-hoc de Tukey. O valor de p 

considerado significativo foi de p<0,05. 
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5.  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os espermatozóides produzem EROs devido a geração de energia por 

parte das mitocôndrias e enzimas implicadas em processos de fosforilação, 

gerando como produto altas concentrações de radicais livres, os quais são 

produzidos tanto no interior como no exterior das células (GUTHRIE; WELCH; 

LONG, 2008). Nesse sentido, a adição de antioxidantes não enzimáticos pode 

gerar um benefício ao reduzir estes radicais e consequentemente aumentar o 

sucesso das biotécnicas da reprodução. 
 

O presente estudo avaliou o efeito dos compostos fenólicos Quercetina 

e Kaempferol sobre a função espermática em sêmen congelado bovino. 

Dentro da função espermática, fez-se a avaliação computadorizada da 

motilidade espermática e avaliação morfofuncional por sondas fluorescentes, 

e os resultados destas são apresentados abaixo. 

 

 

5.1. Efeito sobre a motilidade espermática 
 

 

Os dados sugerem que a adição das moléculas Quercetina e 

Kaempferol, separadamente, em crescentes concentrações (0,01; 0,1; 

1µg/mL) em conjunto com os agentes oxidantes rotenona e antimicina, não 

gera diferença estatística nos padrões de motilidade espermática. Não foi 

possível identificar o efeito dose-dependente sobre o padrão de motilidade 

espermática em sêmen bovino congelado. As Tabelas 1 e 2 apresentam, 

juntamente com as médias e desvios padrão, cada variável analisada no 

presente estudo, sendo que, nenhum parâmetro apresentou efeito do 

tratamento após a adição das moléculas Quercetina e Kaempferol, 

respectivamente.
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Tabela 1 – Análise computadorizada da motilidade espermática pelo sistema Computer 
Assisted Sperm Analysis (CASA) do tratamento com a molécula Quercetina nas crescentes 
concentrações (0,01; 0,1; 1µg/mL). Dados estão expressos como média ± desvio padrão e 
foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. Foi considerada a diferença 
significativa quando p<0,05. 

 

  0µg/mL 0,01µg/mL 0,1µg/mL 1µg/mL p 

          
 VAP (µm/s) 84,5 (±18,1) 88,6 (±19,8) 85,7 (±18,7) 82,46 (± 19,3) 0,9968 
       

 VSL (µm/s) 74,3 (±17,2) 75,1 (±20,9) 73,9 (±18,4) 71,7 ((±19,5) 0,9994 
        

 VCL (µm/s) 127,4 (±27,5) 141,0 (±25,6) 136,4 (±24,5) 124,5 (±25,6) 0,9688 
        

 BCF (Hertz) 29,4 (±3,2) 25,9 (±5,3) 29,7 (±2,2) 28,6 (±6,0) 0,9221 
       

 ALH (µm) 5,1 (±1,1) 4,1 (±1,7) 5,0 (±1,1) 5,2 (±0,9) 0,9238 
        

 STR (%) 84,2 (±2,7) 77,2 (±6,2) 80,8 (±5,0) 81,2 (±4,5) 0,7778 
        

 LIN (%) 58,5 (±4,7) 48,0 (±6,0) 50,3 (±5,2) 54,0 (±4,4) 0,4977 
          

 Motilidade (%) 29,2  (±8,2) 19,4 (±7,1) 17,8  (±5,3) 24,2  (±9,5) 0,6952 
        

 Mot. Prog.(%) 19,8 (±7,9) 14,4 (±6,6) 12,2 (±5,4) 18,6 (±9,1) 0,8602 
        

 Rápido (%) 22,0 (±8,7) 16,2 (±7,0) 13,5 (±(5,9) 20,2 (±10,0) 0,8641 
        

 Médio (%) 7,2 (±1,9) 3,0 (±0,4) 4,2 (±1,4) 3,8 (±0,8) 0,1863 
        

 Lento (%) 21,5 (±5,0) 17,8 (±2,9) 24,8 (±7,0) 28,2 (±8,8) 0,7166 
        

 Estático (%) 49,8 (±6,5) 62,8 (±5,8) 57,5 (±6,0) 47,6 (±5,0) 0,3065 
           

Legenda: VAP- velocidade média do percurso; VSL- velocidade em linha reta; VCL- velocidade 

curvilínea; BCF- frequência de batimento flagelar cruzado; ALH- amplitude de deslocamento lateral 

da cabeça; STR- retilinearidade; LIN – linearidade; Mot. Prog.- motilidade progressiva.
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Tabela 2 - Análise computadorizada da motilidade espermática pelo sistema Computer 
Assisted Sperm Analysis (CASA) do tratamento com a molécula Kaempferol nas crescentes 
concentrações (0,01; 0,1; 1µg/mL). Dados estão expressos como média ± desvio padrão e 
foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. Foi considerada a diferença 
significativa quando p<0,05. 

 

  0µg/mL 0,01µg/mL 0,1µg/mL 1µg/mL p 
        

 VAP (µm/s) 103,2 (±23,0) 87,7 (±18,4) 84,9 (±16,5) 107,1 (±19,3) 0,8071 
       

 VSL (µm/s) 91,7 (±21,0) 77,9 (±17,8) 74,7 (±16,3) 93,3 (±20,0) 0,8590 
       

 VCL (µm/s) 150,8 (±33,0) 130,5 (±26,3) 127,0 (±27,5) 165,2 (±25,2) 0,7529 
       

 BCF (Hertz) 27,0 (±4,8) 33,0 (±3,54) 31,1 (±4,4) 30,6 (±3,2) 0,7707 
       

 ALH (µm) 6,7 (±0,7) 5,2 (±1,2) 6,6 (±1,7) 7,3 (±0,6) 0,6285 
       

 STR (%) 86,2 (±3,1) 85,2 (±2,7) 84,7 (±5,7) 82,7 (±4,1) 0,9401 
       

 LIN (%) 59,5 (±5,0) 59,0 (±2,9) 59,5 (±7,5) 53,7 (±5,4) 0,8518 
       

 Motilidade (%) 37,2 (±9,7) 26,0 (±7,0) 32,7 (±10,5) 32,0 (±6,1) 0,8329 
       

 Mot. Prog. (%) 26,2 (±8,5) 17,2 (±6,1) 24,2 (±9,3) 22,5 (±6,9) 0,8632 
        

 Rápido (%) 29,2 (±10,1) 18,7 (±6,6) 25,7 (±9,6) 25,7(7,9) 0,8546 
        

 Média (%) 8,0 (±2,7) 7,5 (±1,0) 7,2 (±2,1) 6,5 (±2,3) 0,9661 
       

 Lento (%) 17,5 (±4,6) 19,2 (±4,9) 18,7 (±5,1) 28,5 (±4,6) 0,3844 
        

 Estático (%) 45,0 (±11,1) 54,5 (±11,5) 48,5 (±6,4) 39,5 (±4,3) 0,6890 
         
Legenda: VAP- velocidade média do percurso; VSL- velocidade em linha reta; VCL- velocidade 

curvilínea; BCF- frequência de batimento flagelar cruzado; ALH- amplitude de deslocamento lateral 

da cabeça; STR- retilinearidade; LIN – linearidade; Mot. Prog.- motilidade progressiva. 
 

 

Em estudo realizado por Zribi et al. (2012) com sêmen humano, foi 

observado que a adição de 50μM de Quercetina ao diluidor seminal aumenta 

a motilidade e a viabilidade espermática, bem como reduz a fragmentação do 

DNA e a oxidação após o descongelamento do sêmen. Frente a isso, 

acredita-se que, a modificação na etapa do tratamento do presente estudo, 

adicionando-se as moléculas Quercetina e Kaempferol previamente ao 

processo de criopreservação, poderia resultar em um efeito positivo nos 

parâmetros espermáticos. 
 

Durante o processamento do sêmen destinado à criopreservação, o 

desequilíbrio entre a geração de EROs e a atividade antioxidante pode ser 

desencadeado, tanto pelo comprometimento da capacidade protetora 

dosantioxidantes presentes no ejaculado, a partir da marcante redução de 
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suas concentrações após diluição do sêmen, quanto pelo estímulo à produção 

de EROs, durante a criopreservação (WATSON, 2000). 

 

5.2. Efeito sobre potencial de membrana mitocondrial 
 

 

A análise do potencial de membrana mitocondrial, pela sonda 

fluorescente JC-1, permite mostrar que na adição das moléculas Quercetina 

(Figura 8) e Kaempferol (Figura 9), em crescentes concentrações (0,01; 0,1; 

1µg/mL), não resultou em diferença estatística (p>0,05) sobre o potencial de 

membrana, onde para Quercetina p=0,9108 e para Kaempferol p=0,4039 

quando comparados ao grupo controle negativo (sem presença de composto 

fenólico antioxidante), não caracterizando um efeito dose-dependente para o 

potencial de membrana mitocondrial. 
 

Com este ensaio foi possível verificar que as moléculas analisadas não 

apresentam atividade citotóxica à célula espermática, pois não foi observada a 

diminuição nas médias de alto potencial de membrana mitocondrial entre os 

tratamentos. Já que a mitocôndria é uma organela que controla algumas 

funções celulares dos espermatozoides e a produção de ATP pela via aeróbia, 

além de atuar como reservatório de cálcio. Por esse motivo, o potencial 

mitocondrial pode ser um indicativo do estado da célula espermática e de sua 

capacidade de fecundação, relação esta que foi demonstrada em humanos 

(LECLERC; DELAMIRANDE; GAGNON, 1997) e em suínos (FERNÁNDEZ, 

2016). 
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Figura 8 - Efeito da adição de Quercetina sobre o potencial de membrana mitocondrial com 
indução de estresse oxidativo em sêmen congelado bovino. Estudo dose dependente através 
da sonda JC-1 (5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolyl carbocyaninechloride) 
incubando concentrações crescentes de Quercetina (0,01; 0,1 e 1µg/mL), mostrando alto 
potencial de membrana mitocondrial. Dados estão expressos como média ± desvio padrão e 
foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey.  
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Figura 9 - Efeito da adição de Kaempferol sobre o potencial de membrana mitocondrial com 
indução de estresse oxidativo em sêmen congelado bovino. Estudo dose dependente através 
da sonda JC-1 (5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazolyl carbocyaninechloride) 
incubando concentrações crescentes de Kaempferol (0,01; 0,1 e 1µg/mL), mostrando alto 
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potencial de membrana mitocondrial. Dados estão expressos como média ± desvio padrão e 
foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. 
 

 
5.3. Estresse oxidativo total interno 

 

 

Realizou-se a análise do estresse oxidativo total interno, por meio de 

marcação com sonda fluorescente (CellRox® Green). Observando-se a 

capacidade interna de produção de EROs em células sem alteração de 

membrana plasmática mas estressadas. Os dados sugerem que a adição da 

molécula Quercetina (Figura 10), em crescentes concentrações (0,01; 0,1; 

1µg/mL), não resultou na redução do estresse oxidativo gerado de maneira 

endógena, onde p=0,97665 quando comparados ao grupo controle (sem 

presença de composto fenólico antioxidante). 

 
 
Figura 10 - Efeito da adição de Quercetina sobre o estresse oxidativo intracelular com indução de 

estresse oxidativo em sêmen congelado bovino. Estudo dose dependente através da sonda 

CellRox® Green incubando concentrações crescentes de Quercetina (0,01; 0,1 e 1µg/mL). Dados 

estão expressos como média ± desvio padrão e foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc 

de Tukey.  

 

Apesar de no presente estudo a análise do estresse oxidativo 

intracelular, através da sonda CellRox® Green, sobre efeito da adição do 

Kaempferol no sêmen congelado bovino ter sido inviabilizada por perda das 

amostras, a literatura mostra que o composto Kaempferol apresentou a 
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diminuição dos níveis do ânion superóxido mitocondrial, causando a 

diminuição do estresse oxidativo interno em espermatozóides de suínos 

(FERNÁNDEZ,2016). Kaempferol tem sido descrito como um potente 

“limpador – superóxido”(WANG et al., 2006). A habilidade do Kaempferol em 

diminuir os níveis de superóxido à concentrações basais, faz esse composto 

ter uma importante atividade antioxidante (KLAUNIG; KLAMENDULIS; 

HOCEVAR, 2010). 
 

Wang e seus colaboradores (2006) avaliaram a atividade antioxidante 

de vários flavonoides e descobriram que o composto Kaempferol foi um dos 

mais potentes servindo como seletor do radical hidroxil gerado pela reação de 

Fenton. Como outros flavonoides, o Kaempferol também pode reduzir a 

formação do radical hidroxil através da reação de Fenton por funcionar como 

agente quelante de íons ferrosos ou cuprosos (MIRA et al., 2002; VAN 

ACKER, 1996). Estudos mostraram que a presença de uma dupla ligação em 

C2-C3 em conjunto a presença de grupos hidroxilas em C3, C5 e C4 são 

grupos estruturais importantes que conferem características envolvidas na 

atividade antioxidante de Kaempferol (RICE-EVANS, 2001; VAN ACKER, 

1996). 

 

5.4. Avaliação da integridade da membrana plasmática e do 
acrossoma: 

 
 
 

Realizou-se a análise da integridade da membrana plasmática e 

acrossomal com as sondas FITC – PI. Os dados sugerem que a adição das 

moléculas Quercetina (Figura 11) e Kaempferol (Figura 12) em crescentes 

concentrações (0; 0,01; 0,1; 1µg/mL), não gerou diferença estatística no 

potencial de membrana plasmática e acrossomal quando incubadas em meio 

FERT- Talp a 37ºC por 30 minutos. 
 

Os valores de p para Quercetina foram: p= 0,7022 para MPI + AR 

(membrana plasmática íntegra + acrossomo reacionado); p= 0,71056 para 

MPL + AR (membrana plasmática lesada + acrossomo reacionado; p= 

0,77135 para MPL + AI (membrana plasmática lesada + acrossomo íntegro); 

p= 0,69862 para MPI + AI (membrana plasmática íntegra + acrossomo 



 
 
 
 
 

62 
 

íntegro) quando comparados ao grupo controle (sem presença de composto 

fenólico antioxidante). 

Já para Kaempferol os valores de p foram: p= 0,9969 para MPI + AR 

(membrana plasmática íntegra + acrossomo reacionado); p= 0,9316 para MPL 

+ AR (membrana plasmática lesada + acrossomo reacionado; p= 0,6745 para 

MPL + AI (membrana plasmática lesada + acrossomo íntegro); p= 0,8889 para 

MPI + AI (membrana plasmática íntegra + acrossomo íntegro) quando 

comparados ao grupo controle (sem presença de composto fenólico 

antioxidante). 
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Figura 11 - Efeito da adição de Quercetina sobre a integridade de membrana plasmática e 
acrossomal em espermatozoides com indução de estresse oxidativo. Estudo dose 
dependente através das sondas FITC/PI, incubando concentrações crescentes de Quercetina 
(0,01 - 1µg/mL) a 37ºC por 30 minutos. Dados estão expressos como média ± desvio padrão 
e foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. (*) Diferença significativa 
quando comparado ao controle (p<0,05) Onde: MPI - membrana plasmática íntegra; MPL – 
membrana plasmática lesada; AI – acrossoma íntegro; AR – acrossoma reacionado 
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Figura 12 - Efeito da adição de Kaempferol sobre a integridade de membrana plasmática e 

acrossomal em espermatozoides com indução de estresse oxidativo. Estudo dose dependente 

através das sondas FITC/PI, incubando concentrações crescentes de Kaempferol (0,01 - 1µg/mL) 

a 37ºC por 30 minutos. Dados estão expressos como média ± desvio padrão e foram analisados 

por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. (*) Diferença significativa quando comparado ao 

controle (p<0,05) Onde: MPI - membrana plasmática íntegra; MPL – membrana plasmática lesada; 

AI – acrossoma íntegro; AI – acrossoma reacionado. 

 
 

Compostos fenólicos como a quercetina mostraram uma grande 

capacidade antioxidante reconhecida em espermatozóides de ratos (KHAKI, 

2010), também observado em espermatozoides de humanos na redução da 

peroxidação lipídica em conjunto com outros compostos fenólicos (MORETTI 

et al., 2012) e também em suínos, onde a adição de diferentes compostos 

fenólicos estendeu a vida útil dos espermatozoides (FERNÁNDEZ, 2016). 
 

Gerou-se grande expectativa de que a quercetina pudesse exercer efeito 

protetor sobre espermatozoides, fato que não foi confirmado em estudo 

realizado por Silva et al. (2011) ao congelarem o sêmen ovino com diferentes 

concentrações de quercetina (5, 10, 15 e 20μg/mL), embora suponha-se que 

este antioxidante tenha promovido redução da peroxidação lipídica. 
 

Os espermatozóides produzem EROs devido a geração de energia por 

parte das mitocôndrias e enzimas implicadas em processos de fosforilação, 

gerando como produto altas concentrações de radicais livres, os quais são 

produzidos tanto no interior como no exterior das células (GUTHRIE; WELCH; 

LONG, 2008). É de conhecimento que a grande capacidade oxidativa do 
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ânionsuperóxido é um dos fatores que influenciam os processos que são 

críticos em espermatozóides (PIPAN et al., 2014). 
 

Decorrentes do rápido aumento da utilização de oxigênio pela célula, 

após um período de interrupção do metabolismo, o processo de 

descongelamento pode causar danos oxidativos, determinando maior 

produção de EROs (BALL; ANTHONY, 2002). Concomitante à isso, após a 

criopreservação, o espermatozoide apresenta diminuição da atividade das 

enzimas antioxidantes, tornando-o mais susceptível às EROs (BILODEAU et 

al., 2002). 
 

Nesse sentido, a adição de antioxidantes não enzimáticos pode gerar 

um benefício ao reduzir estes radicais. Atualmente, existe uma gama de 

compostos capazes de reduzir os níveis de EROs em diferentes tipos 

celulares, conhecidos por seus efeitos antioxidantes, como os compostos 

fenólicos, os quais estão amplamente distribuídos em plantas e possuem 

efeitos nutricionais interessantes para a saúde humana e animal (KHAKI, 

2010). Porém, mais estudos funcionais in vitro são necessários para 

demonstrar esta capacidade anteriormente citada. 
 

Acredita-se também na associação dos compostos fenólicos, como por 

exemplo, a associação de Catequinas, Resveratrol e Quercetina para gerar 

efeito antioxidante (LOPES et al., 1998), porém pouco se conhece sobre os 

efeitos em espermatozoides. Em outros modelos biológicos, como em 

neurônios, apresentam um efeito neuroprotetor de maneira sinérgica 

(WERTHMANN; LOHSE; BÜNEMANN, 2011). 
 

Provavelmente o sinergismo entre os compostos fenólicos em sêmen 

de bovinos pode ter efeitos benéficos, comprovando os mecanismos de ação 

de cada uma das moléculas. Porém, é prioritário determinar qual o estado 

oxidativo da amostra a se utilizar, devido ao fato de que nem todos os 

ejaculados apresentam características homogêneas, como viabilidade, 

potencial de membrana ou estado de acrossoma (SOUZA et al., 2011). 
 

Porém, no presente estudo, a adição das moléculas Quercetina e 

Kaempferol não gerou diferença estatística no que tange a melhorar a função 

espermática em bovinos, não sendo possível identificar o efeito dose-
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dependente da adição das moléculas sobre as diferentes funções 

espermáticas analisadas. 
 

Quando se conclui que uma diferença não é estatisticamente 

significativa, isso não indica propriamente que as médias sejam iguais, ou que 

não exista um efeito substantivo. Indica apenas que não houve evidência 

suficientemente forte para corroborar que a hipótese nula como falsa 

(RUMSEY,2009). 
 

Portanto, firma-se nesse conceito que, por influência de fatores não 

controlados, os quais podem causar variação tanto nos dados quanto no 

efeito dos tratamentos, número de amostras e repetições para os grupos 

analisados, bem como os efeitos do acaso amostral ou do erro experimental, 

podem sugerir fatores decisivos no resultado estatístico do presente trabalho 

(PINTO;SCHWAAB, 2011). Sendo assim, acredita-se que mudanças em 

delineamento experimental adicional futuro, no que tange ao aumento de 

repetições, homogenidade das amostras (grupos experimentais com mesmas 

características espermáticas), associação das moléculas em um estudo caso-

controle infertilidade versus fertilidade, avaliação de concentrações maiores 

dos compostos e modificação na etapa e tempo de tratamento do presente 

estudo, adicionando-se as moléculas Quercetina e Kaempferol previamente 

ao processo de criopreservação, poderiam demonstrar, com maior 

fidedignidade, a atividade dos compostos fenólicos em questão. 
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6.  CONCLUSÃO 
 
 
 

Conclui-se que, a adição das moléculas Quercetina e Kaempferol em 

sêmen congelado bovino não gerou diferença estatística nos parâmetros de 

funcionalidade espermática avaliados, não sendo observado um efeito dose-

dependente para o tratamento com os compostos. 
 

Verificou-se que criopreservação do sêmen, embora possibilite o 

desenvolvimento da indústria animal, sofre limitações em virtude dos efeitos 

prejudiciais sobre as células espermáticas, fato que tem conduzido a busca 

pelo aperfeiçoamento desta biotécnica, com destaque para as terapias 

antioxidantes. Em contrapartida, apesar dos antioxidantes serem tidos como 

um caminho para a inibição dos danos ocasionados pelas EROs às células 

espermáticas, sua ação sofre a influência de diversos fatores, o que tem 

conduzido à obtenção de resultados variáveis e contraditórios após sua 

utilização. 
 

Por conseguinte, é notória a necessidade da realização de estudos 

mais aprofundados a cerca do efeito dos antioxidantes sobre a sobrevivência 

e a funcionalidade dos espermatozoides. 
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