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RESUMO 

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito dos antioxidantes Trolox e Crocina no diluente de congelamento 

na criopreservação do sêmen de ovelha Pelibuey. Os ejaculados obtidos foram misturados, divididos e 

congelados em 3 tratamentos: T1: Trolox 1mM; T2: Crocina 1 mM; TT: Testemunha (sem antioxidante). 

Às 0 horas (degelo) e 6 horas a 37 °C, foram analisadas motilidade total (MT) e progressiva (MP), 

viabilidade espermática, atividade mitocondrial, integridade dos acrossomas e membrana da cauda ( 

Anfitrião) Os dados foram analisados com ANOVA para delineamento inteiramente casualizado e teste de 

Tukey para comparação de médias. Em nenhuma das duas horas foram encontradas diferenças 

significativas nos tratamentos (P>0,05). Entretanto, de 0 a 6h, a MT se comportou de maneira semelhante 

em T1 e T2, mas não em TT (P<0,01), pelo contrário, a integridade dos acrossomas nos três tratamentos 

foi semelhante (P>0,05). MP, viabilidade, atividade mitocondrial e hospedeiro diminuíram ao longo do 

tempo de maneira semelhante nos três tratamentos. Os antioxidantes Trolox e Crocina a 1mM no diluente 

de congelamento permitem manter a MT e a integridade dos acrossomas por 6 h de incubação a 37 °C. 

Palavras-chave: Radicais livres, diluente, esperma e congelamento. 

 

ABSTRACT 

The objective of the study was to evaluate the effect of the antioxidants Trolox and Crocina in the freezing 

diluent on the cryopreservation of Pelibuey ovine semen. The ejaculates obtained were mixed, divided and 

frozen in 3 treatments: T1: 1mM Trolox; T2: 1mM Crocina; TT: Control (without antioxidant). At 0 hours 

(defrosting) and 6 hours at 37 °C, total (MT) and progressive (MP) motility, sperm viability, mitochondrial 

activity, integrity of acrosomes and tail membrane were analyzed (Host) The data was analyzed with an 

ANOVA for a completely randomized design and a Tukey test for the comparison of means. In neither of 

the two hours were significant differences found in the treatments (P>0.05). However, from 0 to 6h, MT 

behaved similarly in T1 and T2, but not in TT (P<0.01), on the contrary, the integrity of acrosomes in all 

three treatments was similar (P>0.05). MP, viability, mitochondrial activity and Host decreased over time in 

a similar way in all three treatments. The antioxidants Trolox and Crocina at 1mM in the freezing diluent, 

allow to maintain the MT and the integrity of the acrosomes for 6 h of incubation at 37 °C. 

Keywords: Free radicals, diluent, sperm and freezing. 
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INTRODUÇÃO 

A criopreservação de espermatozóides é uma ferramenta importante para conservar 

material genético e manter a diversidade genética em espécies selvagens e domésticas 

(Lermen et al., 2009). Entretanto, sabe-se que os processos de congelamento e 

descongelamento do sêmen usados na maioria das espécies de mamíferos causam a 

morte de um grande número de células (Watson, 2000). 

Nas ovelhas, embora uma porcentagem relativamente alta (40-60%) de 

espermatozóides retenha sua motilidade após o descongelamento, apenas cerca de 20 

a 30% permanecem intactos biologicamente (Salamon y Maxwell, 2000). Isso ocorre 

porque durante o processo de refrigeração e criopreservação há um aumento nos níveis 

de espécies reativas de oxigênio (ERO), que produzem alterações biofísicas e 

bioquímicas na membrana espermática (Chatterjee et al., 2001; Kankofer et al., 2005) e 

até danos ao seu DNA (Aitken, 1999; Agarwal et al., 2003), afetando a viabilidade e sua 

capacidade de fertilização. Nos últimos anos, os protocolos de criopreservação foram 

substancialmente aprimorados com a adição de compostos com propriedades 

antioxidantes, impactando positivamente a melhoria da qualidade do sêmen 

descongelado (Peña et al., 2005; Thuwanut et al., 2008; Domínguez-Rebolledo et al., 

2010; Mata-Campuzano et al., 2015). 

Os antioxidantes desempenham um papel importante na proteção dos espermatozóides, 

contra os efeitos nocivos produzidos pelo ROS (Halliwell, 1997). A função de um 

antioxidante é baseada na doação de elétrons para outras moléculas que possuem um 

ou mais elétrons perdidos (EROs) e, assim, evita alterações nas moléculas de lipídios, 

proteínas e DNA de espermatozóides (Tremellen et al., 2008). 

O antioxidante Trolox é um análogo da vitamina E solúvel em água e tem sido utilizado 

em uma ampla variedade de sistemas celulares para evitar os efeitos da ERO (Halliwel, 

1994; Michielset al., 1994).  Observou-se que a adição desse antioxidante no meio de 

congelamento melhora a qualidade do esperma de porco descongelado (Peña et al., 

2005); bem como a viabilidade espermática do sêmen descongelado em ovelhas da raça 

Churra (Mata-Campuzano et al., 2015). Em amostras de esperma do epidídimo do cervo 

ibérico (post-mortem), foi demonstrado que este antioxidante é capaz de diminuir as 

quantidades de ERO e lipoperoxidação; além de proteger os acrossomas e o DNA do 

esperma Domínguez-Rebolledo et al., 2010). Thuwanut et al. (2008) observaram que a 

adição de Trolox ao diluente de congelamento melhorou a motilidade e a viabilidade dos 

espermatozóides do epidídimo de gato no degelo. 

O antioxidante Crocina (éster glicosílico da crocetina) é um carotenóide solúvel em água, 

encontrado no pigmento amarelo do açafrão (Crocussativus). Foi demonstrado que a 

adição desse antioxidante no meio de incubação do sêmen melhora a qualidade do 
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esperma descongelado do cervo ibérico Domínguez-Rebolledo et al., 2010). Thuwanut 

et al. (2008) e do touro (Sapanidou et al., 2014). No sêmen de galos, melhora a 

viabilidade, a motilidade, a atividade mitocondrial e reduz a lipoperoxicação ao degelo 

(Mehdipour et al., 2019). 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adição dos antioxidantes 

Trolox e Crocina ao meio congelante, nas características espermáticas pós-

criopreservação em ovinos da raça Pelibuey. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Localização 

O estudo foi realizado no Banco de Germoplasma de Ovinos Pelibuey e Blackbelly do 

Instituto Nacional de Pesquisas Florestais, Agropecuárias (INIFAP), Campo 

Experimental de Mocochá. 

 

Animais 

4 ovelhas adultas (2,5 anos), da raça Pelibuey, de 40 a 45 kg de peso vivo, foram 

utilizadas com uma condição corporal de 3 a 3,5; para qual seu estado de saúde e 

qualidade do esperma foram previamente avaliados. 

 

Obtenção de amostras de esperma 

Foram obtidos 36 ejaculados dos 4 garanhões, utilizando uma vagina artificial e com a 

ajuda de uma ovelha que servia de manequim. 

 

Diluição de esperma 

Os ejaculados obtidos foram misturados (pool) e diluídos em Triladyl® + 20% de gema 

de ovo, na concentração final de 400 x 106 espermatozóides / ml. Posteriormente, as 

amostras foram divididas em três tratamentos: T1: Trolox 1mM; T2: Crocina 1 mM; TT: 

Testemunha (sem antioxidante) e depois embalado em canudos de 0,25 ml. 

 

Congelamento de sêmen 

O congelamento das amostras foi realizado colocando os canudos 4 cm acima da 

superfície do nitrogênio líquido (LN2), por 10 minutos. Imediatamente depois, os canudos 

foram imersos em LN2 e armazenados até a avaliação. 

 

Sêmen de degelo 

O procedimento de degelo foi realizado imergindo os canudos em banho-maria a 37 °C 

por 30 segundos; posteriormente, as amostras foram avaliadas às 0 h (degelo), às 6 

horas de incubação a 37 °C. 

 

 

http://dx.doi.org/10.1071/RD09197
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2008.04.005
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2008.04.005
https://jbiolres.biomedcentral.com/articles/10.1186/2241-5793-21-19
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/846758v1.abstract
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Concentração espermática 

Uma pequena fração da amostra de sêmen (5 µL) foi diluída em 995 µL de água 

destilada; em seguida, 9 µL da amostra diluída em água foram colhidos e colocados em 

cada um dos dois lados da câmara de bücker, para estimar sua concentração, com o 

módulo de concentração do sistema CASA (ISAS®v1 (Proiser R+D, Valencia , Espanha) 

4 campos foram capturados em cada lado da câmara e a concentração de esperma foi 

obtida. 

 

Motilidade espermática 

A motilidade foi analisada com o sistema CASA, colocando 5 µL de sêmen descongelado 

e diluído em~30x106/ml de espermatozóides, em uma câmara de contagem Makler® 

(Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel), pré-aquecida a 37 °C; e pelo menos cinco 

campos foram capturados com um mínimo de 300 espermatozóides/amostra. Os 

parâmetros de motilidade avaliados foram: Motilidade Total (MT %) e Motilidade 

Progressiva (MP %). 

 

Viabilidade espermática 

Foi avaliado pela coloração SYBR14-IP (Live/Dead® kit L-7011, InvitrogenTM), 

adicionando 1 µL de SYBR14 (10 µM) e IP (12 µM) da solução estoque em 100 µL de 

amostra de esperma diluída em solução salina (PBS); e deixado incubar por 10 minutos 

a 37 °C. Posteriormente, 5µL da amostra foram colocados entre uma lâmina e uma 

lamela pré-aquecida a 37 °C, e sua avaliação foi realizada por meio de um microscópio 

de epifluorescência (LWScientific i40-ADN); contando 200 espermatozóides, que tinham 

fluorescência vermelha (morta), e os que estavam vivos eram verdes. 

 

Integridade do acrossoma 

Foi avaliado pela coloração de FITC-PSA (100 µg/ml, L-0770, Sigma-AldrichTM), 

adicionando 5 µL da solução estoque em 100 µL de amostra de esperma diluída em PBS 

e deixada incubar no escuro por 30 minutos a 37 °C . Imediatamente depois, 5 µL da 

amostra foram colocados entre uma lâmina e a lamela. Finalmente, 200 espermatozóides 

foram contados com um microscópio de epifluorescência, que apresentava fluorescência 

verde (acrossomas danificados) e nenhuma fluorescência dos acrossomas intactos. 

 

Atividade mitocondrial 

Foi analisado com coloração JC-1 (153 µM, Molecular Probes® T-3168, InvitrogenTM), 

adicionando 1 µL da solução estoque em 100 µL de amostra de esperma diluída em PBS 

e deixada incubar no escuro por 10 minutos a 37 °C. Em seguida, 5 µL da amostra foram 

colocados em uma lâmina e lamínula, e 200 espermatozóides foram contados por um 

microscópio de epifluorescência, que possuía uma fluorescência laranja (mitocôndrias 

ativas) no meio do flagelo e as mitocôndrias de cor verde inativo. 
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Integridade da membrana plasmática da cauda (HOST) 

Foi realizada diluindo a amostra de 5 µL de esperma em 50 µL de solução de endosmose 

(0,735 g de citrato de sódio di-hidratado e 1,351 g de frutose em 100 ml de água 

destilada) a 100 mOsm/L e incubada a 37 °C. Posteriormente, 5µL da amostra foram 

colocados em lâmina e lamínula e 200 espermatozóides foram contados com um 

microscópio de contraste de fase, que tinha caudas enroladas (endosmose positiva) e 

não enroladas (endosmose negativa). 

 

Análise estatística 

As variáveis expressas como porcentagens (motilidade total, motilidade progressiva, 

viabilidade, atividade mitocondrial, acrossomas intactos e hospedeiro) foram 

transformadas em arco √(variável)/100 antes da análise. Foi posteriormente analisado 

com um modelo linear geral (GLM) com o procedimento PROC GLM; e encontrar as 

diferenças estatísticas entre os tratamentos o teste de Tukey a P ≤0.05 foi usado através 

do pacote estatísticos do sistema Statistical Analysis System (SAS Inst. Inc., 2003) 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Nas 0 e 6 h de incubação, nenhum dos parâmetros avaliados apresentou diferenças 

(P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 1). Esses resultados diferem daqueles obtidos por 

Thuwanut et al. (2008) com esperma epididimal de gato suplementado com o 

antioxidante Trolox a 1mM; desde MT, MP e viabilidade espermática melhoraram o 

degelo. Embora sejam espécies diferentes, a diferença nos resultados pode ser atribuída 

ao fato de que espermatozóides do epidídimo de gato por castração nunca estiveram em 

contato com as secreções das glândulas que formam o plasma seminal, onde é 

encontrada a maior defesa antioxidante (Chen et al., 2003). Portanto, existem diferenças 

no congelamento entre os espermatozóides de ejaculados e epidídimos (Gilmore et al., 

1998), que afetam a sensibilidade ao resfriamento, como a resistência ao congelamento 

(Schmehl et al., 1986). Nesse sentido, o Trolox poderia ter atuado diretamente e sem 

concorrência no esperma do epidídimo, semelhante ao observado por Domínguez-

Rebolledo et al. (2007), com plasma de ovelha seminal em sêmen descongelado. 

Por outro lado, em sinergia com os antioxidantes presentes no plasma seminal, as 

amostras seminais utilizadas neste estudo podem ser alteradas, diminuindo seu efeito. 

Também foi relatado que a suplementação do diluente com Trolox a 1mM, dependendo 

do tipo de aditivo usado no diluente, pode ou não melhorar a viabilidade do sêmen 

congelado de ovelhas da raça Churra (Mata-Campuzano et al., 2015); isto é, quando o 

diluente foi produzido a partir de lecitina de soja, o antioxidante Trolox teve maior 

viabilidade nas amostras descongeladas; enquanto que quando um diluente à base de 

tris foi usado, como o usado neste estudo (Triladyl®), a viabilidade no esperma não 

melhorou. A soja contém isoflavonas, que atuam como antioxidantes; que pode ter 

https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2008.04.005
https://doi.org/10.1002/j.1939-4640.2003.tb02730.x
https://doi.org/10.1016/S0378-4320(98)00118-3
https://doi.org/10.1016/S0378-4320(98)00118-3
https://doi.org/10.1016/0011-2240(86)90060-X
http://produccioncientificaluz.org/index.php/cientifica/article/view/15259/15234
http://produccioncientificaluz.org/index.php/cientifica/article/view/15259/15234
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2014.10.018
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exercido alguma proteção sobre o esperma durante o processo de congelamento e 

descongelamento ou em combinação com Trolox, produzindo uma sinergia que ajudou 

a aumentar os efeitos benéficos sobre o esperma. Com a adição do antioxidante Crocina, 

foram relatadas maior viabilidade, motilidade, atividade mitocondrial e redução da 

lipoperoxidação em amostras de esperma de galo para degelo (Mehdipour et al., 2019). 

 

Tabela 1. Porcentagens (%) dos parâmetros espermáticos avaliados às 0 he 6 (média ± erro 
padrão). 

Hora Tratamento Total motilidade 
Progressiva 

motilidade 
Viabilidade 

Actividade 

mitocondrial 

Acrossomas 

intactos 
Host 

 

0 

T1 

T2 

TT 

57.5±5.3aA 

49.9±5.6aA 

58.6±3.9aA 

17.1±1.6aA 

15.8±2.2 aA 

15.3±2.2 aA 

39.5 ± 3.9 aA 

45.2 ± 5.2 aA 

41.4 ± 5.2 aA 

50.7 ± 6.2 aA 

42.3 ± 5.4 aA 

40.5 ± 6.0 aA 

49.6 ± 6.4 aA 

44.6 ± 6.1 aA 

47.7 ± 6.1 aA 

23.6 ± 3.1 aA 

23.4 ± 3.1 aA 

19.3 ± 2.1 aA 

 

6 

T1 

T2 

TT 

 

36.6±7.0aA 

39.2±5.8aA 

   26.7±4.3aB ** 

8.6±7.0aB 

8.9±5.8 aB 

8.2±4.3 aB 

24.6 ± 4.0 aB 

22.8 ± 2.7 aB 

27.2 ± 4.0 aB 

15.7 ± 1.9 aB 

17.1 ± 1.5 aB 

20.0 ± 2.2 aB 

46. 0 ±2.7 aA 

43.7 ± 4.0 aA 

41.7 ± 3.5 aA 

10.2 ± 1.0 aB 

13.1 ± 1.1 aB 

12.4 ± 1.2 aB 

T1: Trolox 1 mM; T2: Crocina 1 mM; TT: Testemunha (sem antioxidante). (ab) Literais diferentes dentro da mesma coluna indicam 

diferenças significativas entre os tratamentos dentro de cada hora (P< 0,05). (AB) Literais diferentes dentro da mesma coluna indicam 

diferenças significativas (P< 0,01 **) entre o mesmo tratamento ao longo do tempo. 

 

Com o tempo de incubação (0 a 6 horas), a MT se comportou de maneira semelhante 

em T1 e T2, mas não no TT (P <0,01); pelo contrário, a integridade dos acrossomas nos 

três tratamentos foi semelhante (P>0,05). MP, viabilidade, atividade mitocondrial e 

hospedeiro diminuíram ao longo do tempo de maneira semelhante nos três tratamentos 

(tabela 1). Os resultados são semelhantes aos relatados por  Domínguez-Rebolledo et 

al. (2010) em amostras de espermatozóides de epidídimo descongeladas do cervo 

ibérico, onde a MT e a integridade do acrossoma foram mantidas durante a incubação a 

37 °C com o antioxidante Trolox e Crocina a 1mM. Sapanidou et al. (2014) observaram 

que a motilidade, viabilidade e integridade dos acrossomas nos espermatozóides 

bovinos foram mantidas durante a incubação a 37 °C com 1 mM de Crocina. Em vista 

dos resultados após 6 h de incubação em que o T1 e o T2 mantiveram a MT e a 

integridade dos acrossomas, pode-se dizer que os antioxidantes testados são eficientes 

e recomendados para incorporação no diluente antes do congelamento; de tal maneira 

que a dose seminal entrará em vigor no trato genital, após inseminação até o momento 

próximo à ovulação. 

https://doi.org/10.1101/846758
file:///C:/Users/Sergio%20Martinez/Downloads/Domínguez-Rebolledo%20et%20al.%20(2010)
file:///C:/Users/Sergio%20Martinez/Downloads/Domínguez-Rebolledo%20et%20al.%20(2010)
https://jbiolres.biomedcentral.com/articles/10.1186/2241-5793-21-19
file:///C:/Users/Sergio%20Martinez/Downloads/Sapanidou%20et%20al.%20(2014)
file:///C:/Users/Sergio%20Martinez/Downloads/Sapanidou%20et%20al.%20(2014)
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CONCLUSÃO 

A adição dos antioxidantes Trolox e Crocina a 1mM no diluente de congelamento permite 

manter a motilidade total e a integridade dos acrossomas durante 6 h de incubação a 37 

°C. 
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