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Cruz, T. E. ARTIGO: Efeitos do Bis-carboxietil sesquióxido germânio (Ge132) 

adicionado ao meio de criopreservação de sêmen bovino sobre as características 

espermáticas morfofuncionais. Botucatu, 2019. 55p. Dissertação (Mestrado) – Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

RESUMO 

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos de diferentes concentrações de Bis-

carboxietil sesquióxido germânio (Ge132), adicionado ao meio de congelamento de sêmen 

bovino, mantido ou não sob prévia incubação, sobre as características espermáticas avaliadas, 

pós-descongelamento. Nove ejaculados de três touros foram misturados e divididos em grupo 

D (sêmen diluído e incubado a 33 °C por 30 minutos antes da refrigeração) e R (sêmen 

refrigerado a 4 °C imediatamente após a diluição). Ambos o grupos foram suplementados 

com 0, 500 e 1000 μg/mL de Ge132, resultando nos subgrupos experimentais D0, R0,D500, 

D1000, R500 e R1000. Após congelamento, as amostras de sêmen foram descongeladas e 

avaliadas aos 5 e 60 minutos, quanto a motilidade, velocidade e alterações morfofuncionais 

espermáticas. Os dados foram analisados, considerando-se a diferença entre os grupos e entre 

os momentos de avaliação. Maior valor para motilidade total (P<0,05) foi obtido no R0 em 

comparação com o R1000, D500 e D0. As análises realizadas aos 5 e 60 minutos revelaram 

diminuição dos valores da motilidade total no R500 e no R1000 e no D0, D500 e R500 para a 

ALH. Além disso, os valores da LIN aumentaram (P<0,05) no D1000, da mesma forma que a 

diferença para a STR entre os momentos foi maior no R500, R1000 e D1000. Maior 

porcentagem (P<0,05)  de células com integridade de membrana foi observada no R500 do 

que no D0, D1000 e R1000, assim como para células sem desestabilização de membrana, a 

qual R500 apresentou maior porcentagem do que D1000. Menor geração de O2
-.
 ocorreu no 

R0, sendo que nenhuma diferença significativa foi encontrada entre os grupos para H2O2 e 

potencial de membrana mitocondrial. Após indução de estresse oxidativo com ácido 

aracdônico, maior (P<0,05) intensidade de fluorescência para a peroxidação lipídica foi 

observada nos subgrupos com o ácido, porém, dentro de cada grupo, menor peroxidação foi 

observada no D1000 do que no R0 na ausência ou presença do ácido. De modo geral, nenhum 

efeito antioxidante marcante foi observado após a adição de Ge132 ao meio de congelamento 

de sêmen. Entretanto, algumas características de velocidade foram incrementadas, assim 

como, certa proteção à membrana espermática foi pronunciada, permitindo a diminuição da 

peroxidação lipídica de membrana.  
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Palavras-chave: antioxidante, espécie reativa de oxigênio, meio diluente, qualidade 

espermática. 
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Cruz, T. E.  Effects of Bis-carboxyethyl sesquioxide germanium (Ge132) added in bovine 

semen freezing extender on the sperm morphofunctional characteristics. Botucatu, 2019. 

55p. Thesis (Master degree) – University of veterinary medicine and animal science, 

Botucatu, São Paulo State University.  

 

ABSTRACT 

This study aimed to investigate the effects of different concentrations of Bis-carboxietil 

sesquioxide germanium (Ge132) added to a bovine freezing medium, maintained or not under 

previous incubation, on frozen/thawed sperm characters. Nine bull ejaculates were pooled 

and divided into group D (ejaculate was diluted and kept at 33 °C for 30 min before cooling) 

and R (ejaculate was diluted and immediately cooled at 4 °C). Both of groups were added 

with 0, 500, and 1000 μg/mL of Ge132, forming the experimental groups D0, R0, D500, 

D1000, R500, and R1000. After freezing, the sperm samples were thawed and assessed at 5 

and 60 minutes for motility, velocity and morphological/functional characteristics. The data 

were expressed taking into account a difference between the groups and between the 

moments of analysis. Higher (P<0.05) mean values were obtained in R0 for total motility in 

comparison to R1000, D500, and D0. The analyzes at 5 and 60 minutes revealed a significant 

decreased for total motility in R500 and R1000, as well as, in D0, D500 and R500 for ALH. 

However, mean values for LIN increased (P<0.05) in D1000, similarly that the difference for 

STR between moments was higher in R500, R1000 and D1000. Greater proportions (P<0.05) 

for acrossomal and plasmatic membrane integrity were observed in R500 than in D0, D1000 

and R1000, as well as for without membrane destabilization than in D1000. Lower 

production of O2
-. 

occurred in R0, with no significant differences among groups for H2O2 and 

mitochondrial membrane potential. After oxidative induction test with aracdonic acid, higher 

(P<0.05) fluorescence intensity was found for lipid membrane peroxidation in subgroups 

with acid. Regarding to the values within groups, lower results was measured for 

peroxidation in D1000 compared to R0, either in the presence or absence of acid. On overall, 

no remarkable antioxidant effect was observed after Ge132 addition to the semen freezing 

extender. However, as some sperm velocity characteristics were improved, as well as a such 

protection to the sperm membrane was pronounced, allowing the reduction of membrane 

lipid peroxidation. 

 

 Keywords: antioxidant, extender, reactive oxygen species, sperm quality.
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Primeiro, lembrem-se de olhar para as 

estrelas lá no alto e não para seus pés lá 

embaixo. Dois, nunca desista do seu trabalho. O 

trabalho lhe dá sentido e propósito, e a vida é 

vazia sem isso. Três, se você for afortunado a 

ponto de encontrar amor, lembre-se de que ele 

está ali e nunca o jogue fora.” 

Stephen Hawking 
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1.0 Introdução e justificativa 

A criopreservação do sêmen é uma ferramenta importante para o aperfeiçoamento de 

biotecnologias reprodutivas nas áreas da ciência animal e humana. O desenvolvimento da 

técnica permitiu o armazenamento de células espermáticas, funcionais, para posterior 

utilização, por exemplo, em programas de inseminação artificial (OMBELET; VAN 

ROBAYS, 2015). Além disso, proporcionou a criação de estratégias para o melhoramento 

genético de rebanhos bovinos e o desenvolvimento de bancos de sêmen para espécies de 

animais ameaçadas de extinção (GOMEZ-ARRONES et al., 2018). 

Protocolos utilizados na criopreservação espermática têm sido modificados, buscando 

disponibilizar o maior número possível de doses de sêmen de touros geneticamente 

superiores e com alta capacidade de fertilização, sendo possível a utilização de sêmen sexado 

(UNDERWOOD et al., 2010). As modificações objetivam preservar a qualidade espermática, 

pós-descongelamento, mantendo-se a motilidade e a integridade da membrana plasmática, 

combatendo o estresse induzido pelo desequilíbrio osmótico, abruptas alterações da 

temperatura (SIEME; OLDENHOF; WOLKERS, 2016) e elevada produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) (ORTEGA et al., 2009).  

Em decorrência da necessidade de se aprimorar a qualidade da fração espermática 

viável criopreservada (ALCAY et al., 2015), inúmeros antioxidantes, como coenzima Q10, 

vitamina E (ROSSI; FALOMO; MANTOVANI, 2016), ácido aspártico (MACCHIA et al., 

2010), resveratrol (GARCEZ et al., 2010) quercetin (SILVA et al., 2018) e crocin 

(SAPANIDOU et al., 2015) têm sido adicionados aos meios de refrigeração e congelamento 

de sêmen, em várias espécies. Entretanto, existe dificuldade na determinação dos mecanismos 

de ação específicos de cada antioxidante e do estabelecimento da concentração a ser utilizada 

nos meios de refrigeração e/ou congelamento de sêmen (MATA-CAMPUZANO et al., 2012).  

O bis-carboxietil sesquióxido germânio (Ge132) é um composto organometálico com 

elevada atividade biológica e baixa toxicidade (WADA et al., 2018), sendo que a atividade 

antioxidante foi primeiramente relatada, quando de sua utilização no tratamento de lesões 

hepáticas induzidas em cobaias (YANG; KIM, 1999) e em macacos (TEZUKA et al., 2017). 

Quando testado em cultivo celular, a adição do Ge132 em meio de maturação de oócitos 

suínos resultou em aprimoramento da qualidade oocitária (KIM et al., 2015), além de efetiva 

ativação de mecanismos de defesa anti-apoptóticos associados aos genes específicos para o 

desenvolvimento embrionário de oócitos suínos (KIM et al., 2017). 
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A ação antioxidante do Ge132 está relacionada à sua estrutura química, a qual é 

caracterizada por pontes de ligação entre o germânio e oxigênio (Ge-O) (LI et al., 2012), bem 

como ao arranjo de elétrons externos (4s
2
4p

2
) do átomo de Ge. Tais conformações estruturais 

permitem, respectivamente, a captura e transferência de elétrons desemparelhados no meio 

celular (WADA et al., 2018). Ademais, o Ge132 foi descrito como quelante de metais de 

transição (WAKABAYASHI, 2001), interferindo nas reações do metabolismo celular e desta 

forma, o ferro, por exemplo, responsável pela produção do OH
-. 

pela reação de Fanton  

(METZENDORF; LIND, 2010; MORALES; SYLVESTER; GRISWOLD, 1987). 

Com base na vasta revisão de literatura consultada, nenhum relato científico tem sido 

descrito em relação à utilização do Ge132 na refrigeração e/ou congelamento de sêmen, em 

qualquer espécie. Apenas uma menção sobre seu efeito protetor, in vivo, sobre a morfologia 

da cabeça do espermatozoide humano (GERBER; LÉONARD, 1997). Sendo assim, o 

objetivo foi investigar os efeitos de diferentes concentrações de Ge132, adicionado ao meio 

de congelamento de sêmen bovino, mantido ou não sob prévia incubação, sobre as 

características de cinética e integridade morfofuncional das membranas espermáticas, bem 

como produção de espécies reativas de oxigênio. 

 

2.0 Revisão de Literatura 

2.1 Espermatozoide 

A função do espermatozoide culmina com a fertilização e consequente transferência 

de seu genoma e, para tanto, é formado por estruturas altamente especializadas. O processo 

de produção dos espermatozoides é chamado de espermatogênese, ocorrendo no interior dos 

túbulos seminíferos logo no início da fase fetal, a partir de divisões meióticas e mitóticas das 

células germinativas (WESTERN et al., 2008). A cabeça do espermatozoide é constituída 

pela porção apical, pré-equatorial, equatorial e pós-equatorial, sendo responsável pelo 

armazenamento e transmissão do material genético. É composta também pelo acrossoma, o 

qual é formado por uma camada dupla de membranas, contendo enzimas hidrolíticas 

encarregadas da penetração do espermatozoide no oócito (BLOBEL et al., 1992). Nessa 

porção, também, encontra-se a cromatina condensada, a qual é composta de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) (GARNER; HAFEZ, 1995). A condensação da cromatina decorre 

da substituição das histonas por protamina (HUD et al., 1993), sendo importante para que o 

material genético permaneça minimamente exposto à ação de radicais livres (AGARWAL et 
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al., 2014) formados espontaneamente durante o metabolismo espermático (AGARWAL et al., 

2014). 

A cauda é subdividida em colo, peça intermediária, peça principal e peça terminal 

(GARNER; HAFEZ, 1995), sendo que sua função principal é de propulsionar o 

espermatozoide até o sítio de fertilização. Constitui-se basicamente de pares de microtúbulos 

condensados e fibras, cujo deslizamento promove o batimento flagelar, a partir de ondas de 

propulsão, os quais direcionam-se no sentido da peça intermediária para a porção final da 

cauda em movimento helicoidal (DON, 1975).  

A energia necessária para o metabolismo espermático é quase que totalmente 

fornecida pelas mitocôndrias presentes na peça intermediária, pelas principais vias 

metabólicas da glicólise, ciclo do ácido cítrico, cadeia de transporte de elétrons, complexo 

piruvato desidrogenase e fosforilação oxidativa (KOTHARI et al., 2010). Tais vias de 

geração de energia são responsáveis pela disponibilização das moléculas de adenosina 

trifosfato (ATP) necessárias para a motilidade espermática (NELSON; COX, 2014). No 

entanto, a produção de energia, mesmo que em menores proporções, pode ser proveniente 

também de enzimas glicolíticas presentes nas fibras externas densas da cauda do 

espermatozoide (FERRAMOSCA; ZARA, 2014). 

A membrana plasmática reveste o espermatozoide como um todo e é responsável pela 

seletividade na passagem de moléculas entre o meio externo e o citosol (DON, 1975). É 

composta por uma bicamada de fosfolipídios em meio a ligações não covalentes com 

colesterol e proteínas, sendo que tais proteínas são responsáveis pelo transporte de 

substâncias, ação enzimática e identificação celular (NICOLSON, 2014). Constituindo os 

fosfolipídios, os ácidos graxos poli-insaturados (AGPI), derivados dos ácidos linolêicos e 

linolênicos (NICOLSON, 2014), conferem fluidez à membrana, auxiliando na prevenção de 

danos às células espermáticas durante a refrigeração e criopreservação (DARNELL; 

LODISH; BALTIMORE, 1990). 

Os AGPI estão também relacionados à vulnerabilidade dos espermatozoides ao ataque 

de radicais livres e à desestabilização da membrana (DE LAMIRANDE et al., 1997), uma 

vez que esses lipídios possuem dupla ligação adjacente a um grupo metileno, a qual 

enfraquece a ligação carbono-hidrogênio, formando um hidrogênio suscetível de ser captado 

pelas EROs (AGARWAL et al., 2014). 

Embora sua composição lipídica seja diferente entre as espécies e indivíduos 

(SWAIN; MILLER JR, 2000; WATERHOUSE et al., 2006), os fosfolipídios (esfingomielina, 

fosfatidilcolina, glicolipídeos) e  oligossacarídeos, de modo geral, distribuem-se na face 
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externa da membrana, enquanto que a fosfatidilserina, fosfatidilinositol e 

fosfatidiletanolamina estão distribuídas no citosol (DON, 1975).  

Desta maneira, qualquer modificação na disposição de seus componentes resulta em 

alteração da função espermática (FOUQUET; KANN, 1994). No entanto, determinadas 

alterações fisiológicas na membrana podem caracterizar o processo de capacitação 

espermática, evento este essencial para a fertilização. As principais mudanças englobam a 

redução da carga elétrica dos espermatozoides, aumento da oxidação mitocondrial e efluxo 

do colesterol da membrana plasmática, seguido de alteração da relação 

colesterol/fosfolipídios (KOTHARI et al., 2010), ocorrendo, também, o redimensionamento 

da bicamada lipídica mediante translocação da fosfatidilserina, desestabilização da membrana 

e aumento de cálcio intracelular (DE LAMIRANDE et al., 1997). 

Além disso, quando a capacitação não é regulada por fatores intrínsecos do 

espermatozóide, agentes indutores de capacitação in vitro podem ser utilizados, tais como 

heparina (FUKUI et al., 1990), cálcio (WHITFIELD; PARKINSON, 1995) e crocin 

(SAPANIDOU et al., 2015).  

 

2.2 Radicais livres, estresse oxidativo e antioxidantes no sêmen 

Os danos celulares causados pelos radiais livres têm sido reportados como precursores 

de inúmeras alterações na reprodução humana, uma vez que a interação entre estas moléculas 

e células germinativas pode resultar em desenvolvimento embrionário deficiente ou no 

desenvolvimento de doenças neonatais iatrogênicas (AITKEN et al., 2010). Na reprodução 

animal, os radicais livres exercem influencia negativa sobre a viabilidade espermática, 

quando presentes nos procedimentos utilizados em biotecnologias da reprodução, como na 

criopreservação espermática (ORTEGA et al., 2009). 

Os radicais livres são moléculas intermediárias que apresentam um ou mais elétrons 

desemparelhados em sua órbita atômica. Esses elétrons caracterizam a natureza reativa dos 

radicais livres, resultando em interações com organelas e estruturas celulares, tais como 

lipídios e aminoácidos (DE OLIVEIRA; SCHOFFEN, 2010). Sabidamente, são representados 

por espécies reativas de oxigênio (EROs), radical hidroxila (OH
.
), ânion superóxido (O2

-.
) e 

radical hidroperoxila (HO2
-
), pelas espécies reativas de nitrogênio (ERN), como o óxido 

nítrico (NO), bem como pelos não radicais (NR), como peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido 

hipocloroso (HClO) e ozônio (O3) (AITKEN; CURRY, 2011). 
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Nos espermatozoides, os radicais livres são importantes para que as principais 

atividades metabólicas se desenvolvam, entre elas, a motilidade e cinética, maturação e 

capacitação espermática, reação acrossomal, bem como na estabilização da membrana 

plasmática e mitocondrial (AITKEN, 2017; FORD, 2004). Fisiologicamente, as EROs são 

produtos resultantes dos sistemas celulares por meio da cadeia respiratória dependente da 

glicose e oxigênio, da cascata enzimática da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 

oxidase (NADPH), ligada na membrana plasmática e mitocondrial (HENKEL, 2011), e via 

da oxidação de aminoácidos aromáticos a partir de espermatozoides mortos e/ou imaturos, 

bem como de leucócitos presentes no sêmen, principalmente na espécie bovina (UPRETI et 

al., 1998). 

O O2
-.
 é considerado um dos primeiros produtos produzido durante o metabolismo do 

espermatozoide, sendo as mitocôndrias importantes fontes de O2
-. 

(DE LAMIRANDE et al., 

1997). A presença de carga negativa dificulta o trânsito entre membranas celulares, todavia, 

sob ação da enzima superóxido dismutase (SOD) o radical é convertido em H2O2, assim 

como pode ser convertido em OH
-.
 por outros sistemas catalisadores enzimáticos (AITKEN, 

2017).   

O H2O2, dependendo dos níveis de sua produção, pode influenciar as reações 

respiratórias e oxirredutivas na célula, uma vez que possui elevada habilidade de se 

transportar através da membrana celular, tornando-o potente causador de danos à membrana 

plasmática espermática (ARMSTRONG et al., 1999). O aumento de H2O2 está associado à 

queda da motilidade progressiva e a baixos índices de fertilidade em sêmen equino  

(JOHANNISSON et al., 2014), bem como aos danos causados no DNA do espermatozoide 

bovino (GÜRLER et al., 2015). A demanda energética necessária para a realização das 

atividades de movimento, maturação e capacitação espermática é elevada, sendo importante a 

manutenção de altos níveis de ATP. Todavia, a produção elevada de H2O2 tem sido 

relacionada com danos na mitocôndria durante o processo de congelamento de sêmen, 

diminuindo a conversão de ATP em energia a qual promove queda da motilidade do 

espermatozoide (DIAS et al., 2018). 

O OH
-.
 é um potente iniciador da cascata de peroxidação lipídica da membrana, 

resultando em alteração da membrana plasmática, perda de sua fluidez e, consequente, 

alteração da função do espermatozoide (AGARWAL et al., 2014). O radical é formado, 

inicialmente, pela reação de Haber-Weiss (Figura 1B), na qual a associação do O2
-.
 e H2O2, 

catalisada pelo Fe
2+

 ou Cu
2+

, resulta na formação do OH
-
, dentre outros componentes, ou pela 
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reação do O2
-
 com óxido nítrico (NO) formando o peroxinitrito (ONO2

-
), o qual se decompõe 

em NO2 e OH
-
 (Figura 1C) (HALLIWELL, 1991). Além disso, a propagação da peroxidação 

lipídica de membrana também é mediada pelo OH
-.
  pela reação de Fenton (Figura 1A), 

durante a qual o H2O2 é catalisado por um agente redutor, usualmente o Fe
2+

, resultando na 

geração de mais radicais OH
-.
 (AITKEN; FISHER, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1. (A) Reação de Fenton. (B) Reação de Haber-Weiss. (C) Produção de OH
.
 a partir 

do peroxinitrito. Fonte: autoria própria. 

 

O processo de fertilização é acompanhado da hiperativação e capacitação do 

espermatozoide a partir de alterações estruturais que refletem no tipo de movimento 

espermático, por exemplo, no aumento de amplitude de deslocamento da cabeça, da 

velocidade e diminuição da motilidade progressiva dos espematozoides (AITKEN; FISHER, 

1994). De forma geral, essas mudanças estruturais e funcionais no espermatozoide são 

influenciadas principalmente pelo O2
-.
 e H2O2 (DE LAMIRANDE et al., 1997) e são 

caracterizadas pela estimulação da atividade da adenilil ciclase (AITKEN et al., 1998), 

redução da carga elétrica do espermatozoide, aumento da oxidação mitocondrial, efluxo de 

colesterol da membrana plasmática (AITKEN; FISHER, 1994; O’FLAHERTY; DE 

LAMIRANDE; GAGNON, 2006), redimensionamento da bicamada lipídica, alterações dos 

padrões de componentes da membrana (DE LAMIRANDE; GAGNON, 1993) e acúmulo de 

cálcio intracelular (DE LAMIRANDE et al., 1997).  

O estresse oxidativo pode ser instalado durante a atividade espermática, desde que 

ocorra um desequilíbrio na produção dos radicais livres, diminuição na capacidade reguladora 

do sistema antioxidante exógeno do espermatozoide, bem como falha no reparo dos danos 
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causados pelas reações oxidativas (AGARWAL et al., 2014). Os danos espermáticos gerados 

durante o estresse oxidativo podem resultar em redução da motilidade, danos à membrana 

plasmática e acrossomal, oxirredução de enzimas glicolíticas, bem como, peroxidação 

lipídica da membrana e desfragmentação de DNA (KOTHARI et al., 2010). 

O aumento da produção das EROs e redução da quantidade e da funcionalidade de 

agentes antioxidantes encontrados no sêmen têm sido descritos durante a refrigeração e 

criopreservação espermática (BILODEAU et al., 2000). As enzimas supressoras de radicais 

livres tais como a glutationa peroxidase (GSH), superóxido dismutase (SOD) e catalase, estão 

presentes no plasma seminal bovino, porém em baixas concentrações (GADEA et al., 2004), 

enquanto que no espermatozoide, encontram-se principalmente a SOD, GSH em baixa 

concentração e ausência da catalase (BILODEAU et al., 2000). A criopreservação do sêmen 

reduz os níveis de GSH nas espécies ovina (GADEA et al., 2004), bovina (BILODEAU et al., 

2000) e humana (GADEA et al., 2004), da mesma forma que a SOD no bovino (BILODEAU 

et al., 2000). Similarmente, a criopreservação do sêmen de frangos é responsável pela 

redução da atividade da catalase em 14% no plasma seminal (PARTYKA; ŁUKASZEWICZ; 

NIZAŃSKI, 2012). 

A vulnerabilidade do espermatozoide bovino aos processos oxidativos resulta da 

baixa disponibilidade de antioxidantes disponíveis no sêmen associada à composição da 

membrana plasmática, a qual é formada predominantemente por fosfolipídios ricos em 

ligações duplas adjacentes ao grupo metileno, resultando em ligações enfraquecidas entre 

carbono e hidrogênio (DE LAMIRANDE et al., 1997). Desta forma o hidrogênio torna-se 

suscetível à ação das EROs (AGARWAL et al., 2014).  

Os agentes antioxidantes inibem as reações oxidativas ou reparam os danos causados 

pelos radicais livres, evitando a instalação do estresse oxidativo. Desta forma, possuem uma 

variedade de mecanismos de ação que compreendem desde a absorção da energia excedente 

do radical livre, doação de elétrons ao mesmo, sequestro de metais de transição, catalisadores 

da formação desses radicais, e indução de aumento do nível endógeno de outros componentes 

antioxidantes (HALLIWELL, 1991). A SOD possui ação catalisadora sobre o O2
-.
 reduzindo-

o em oxigênio e H2O2, podendo agir tanto no citoplasma,como nas mitocôndrias. Além disso, 

tem sido relacionada com a prevenção da peroxidação lipídica de membrana e incremento da 

motilidade espermática (ZINI; AL-HATHAL, 2011). Adicionalmente, a enzima catalase é 

essencial para a redução do H2O2 proveniente do metabolismo biológico, gerando 

componentes inofensivos à célula, como oxigênio e água (HALLIWELL, 1991). O GSH em 
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associação com as enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GSH-Rd), 

auxilia na redução do H2O2 e tem sido relacionado com a manutenção do batimento flagelar, 

redução da peroxidação lipídica da membrana, bem como com ação benéfica sobre a 

integridade da membrana plasmática espermática (GRIVEAU; LE LANNOU, 1994). 

Os agentes antioxidantes, naturais ou sintéticos, possuem papéis significativos na 

proteção contra os radicais livres. Najafi et al. (2014) testaram o efeito da cisteamina e da 

ergotioneína, aminoácidos naturais sintetizados por alguns organismos vivos, adicionado ao 

sêmen descongelado de carneiro. Relataram ação benéfica de ambos os componentes, 

individualmente, na concentração de 6 mM, para a motilidade total e a integridade da 

membrana plasmática em relação ao controle. Além disso, os componentes reduziram a 

peroxidação lipídica da membrana plasmática pela redução do produto final da cascata de 

peroxidação, o malondialdeído. No entanto, a motilidade progressiva e outras características 

cinéticas e morfológicas não se modificaram com a referida suplementação. 

Alguns autores relataram a ação antioxidante da trealose adicionada em diferentes 

concentrações (0, 25, 50, 100, e 200 mM) ao meio de refrigeração e congelamento (INRA-

82) de sêmen equino. Após análises in vitro, as amostras de sêmen refrigeradas e as 

descongeladas, apresentaram maiores valores para motilidade e para a quantidade de células 

com integridade de membrana plasmática e acrossomal, além de acentuada proteção do DNA, 

quando comparadas com o controle. A avaliação in vivo resultou em maiores taxas de 

concepção após inseminação artificial (IA) com sêmen refrigerado suplementado com 50 mM 

de trealose em comparação com o sêmen congelado adicionado de trealose e ao controle (EL-

BADRY; ABO EL-MAATY; EL SISY, 2017). 

Tvrdá et al. (2016)  relataram a ação do licopeno como redutor (doador de elétron) do 

O2
-.
, quando adicionado ao sêmen bovino fresco

 
pré-diluído em solução salina. Para tanto, as 

amostras foram avaliadas em tempo de cultivo diferente as 0 a 4 horas e 24 a 36 horas após 

serem mantidas a temperatura ambiente (22 °C a 25 °C). As maiores concentrações do 

licopeno (1000 e 2000 µM/L) foram capazes de manter o movimento e a viabilidade 

espermática além de prevenir maior produção intracelular de O2
-.
. Os autores relataram 

manutenção da atividade mitocondrial, diminuição da produção intracelular do O2
-. 

e aumento 

da motilidade
 
total e progressiva. A adição do licopeno teve efeito benéfico nos grupos 

suplementados por manter a atividade do espermatozoide após procedimentos in vitro e por 

proteger contra os danos celulares referentes à interação com os radicais livres, em relação ao 

controle. 
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O resveratrol tem sido utilizado como agente antioxidante, principalmente em 

tratamento para aterosclerose (WILLCOX; ASH; CATIGNANI, 2004). Contudo, Garcez et 

al. (2010) fizeram uso do resveratrol adicionado, ao meio de congelamento de sêmen 

humano, considerados férteis ou inférteis, nas concentrações de 0,1, 1,0 e 10,0 mM. 

Demonstraram a capacidade do resveratrol na inibição dos danos causados aos lipídios da 

membrana plasmática, diminuição da peroxidação lipídica e aumento da atividade dos 

antioxidantes presentes no sêmen, como a catalase e a SOD. Entretanto, observaram 

diminuição da motilidade espermática, sugerindo que esse efeito deletério resultou da 

inibição da ciclo-oxigenase-1 (COX 1) pelo resveratrol (KENNEDY; KORN; THURSTON, 

2003), uma vez que a COX1 está envolvida na produção de prostaglandinas relacionadas com 

a motilidade espermática (MENDONÇA et al., 2000). 

Além do efeito do resveratrol sobre a COX 1 relatado por Kennedy et al. (2003), o 

mesmo foi relacionado à ação inibidora sobre as enzimas mitocondriais específicas para a 

produção de ATP. Desta forma, Tvrdá et al. (2016) relataram efeito tóxico do resveratrol 

adicionado nas concentrações de 100 e 200 μM/L ao sêmen bovino fresco, diluído em 

solução salina, e mantido à temperatura ambiente por até um dia. Os autores descreveram 

queda acentuada da motilidade total e progressiva do espermatozoide, bem como 

inviabilidade da atividade mitocondrial, uma vez que possivelmente ocorreu privação das 

moléculas de ATP no sêmen. Todavia, a presença de 5, 10 ou 50 μM/L de resveratrol ao meio 

diluidor resultou em estimulação da atividade dos espermatozoides e principalmente proteção 

contra possível dano oxidativo in vitro, diminuindo a geração de O2
-.
.  

A adição de crocin no sêmen bovino após descongelamento e centrifugação, resultou 

em menor geração de EROs, como H2O2 e O2
-.
 e na diminuição da peroxidação lipídica da 

membrana plasmática, evidenciados pela queda do malanoaldeído nas aliquotas de sêmen 

incubados por até 240 minutos com 0,5 mM de crocin. Na cinética espermática, mesma 

concentração de crocin foi capaz de aumentar a motilidade total e a porcentagem de 

espermatozoides rápidos durante o tempo de incubação em comparação com o controle, 

entretanto, outras características de velocidade não foram beneficamente influenciadas 

(SAPANIDOU et al., 2015). 

Em equinos, Rossi et al. (2016) analisaram os efeitos da adição de 1 mM da coenzima 

Q10 conjugada ou não com 1 mM de vitamina E ao sêmen fresco equino imediatamente após 

a colheita. Os autores não constataram efeito benéfico sobre as características de velocidade 

do espermatozoide na presença dos antioxidantes após a refrigeração ou congelamento. 



11 
 

Entretanto, a utilização de quercetina (20 µg/mL) como suplemento no meio foi considerada 

efetiva para aumentar as taxas de concepção de sêmen congelado de garanhões classificados 

como sensíveis ao processo de congelamento (SILVA et al., 2018). 

Em experimento conduzido por Sapanidou et al. (2014) foram avaliadas as 

características de velocidade espermática e de peroxidação lipídica da membrana de amostras 

de sêmen bovino descongeladas, centrifugadas e acrescidas de diferentes concentrações (1, 2 

e 5 μg/ml) de extrato de uva, composto rico em polifenóis. Sugeriram uma relação entre o 

aumento do número de espermatozoides rápidos com a ação protetora do bagaço de uva (5 

μg/ml) sobre a peroxidação lipídica, mesmo após duas horas de incubação da amostra a 37° 

C. Além disso, relataram aumento do potencial mitocondrial, diminuição da geração de EROs 

e principalmente menores índices de formação de malonoaldeído. Nenhum efeito protetor foi 

observado na adição do antioxidante sobre a VCL, VSL, ALH e VAP, entretanto, após quatro 

horas de incubação, os autores reportaram manutenção da peroxidação lipídica de membrana 

em comparação ao controle, mesmo com a queda dos valores de motilidade total e 

progressiva e início dos danos sobre a cromatina.  

 

2.3 Bis-Carboxietil Sesquióxido Germânio  

O elemento químico germânio (Ge) é um dos semimetais da tabela periódica 

representado pelo número atômico 32, massa atômica de 72 u e configuração eletrônica 

3d
10

4s
2
4p

2
. O Ge foi descoberto por Clemens Alexander Winkler após análise final do 

mineral Argirodita, em 1886 (HALLER, 2006), sendo posteriormente considerado como um 

elemento biologicamente ativo, isolado em grande parte da superfície terrestre e de tecidos de 

organismos vivos (SCHROEDEDERM; BALUSA, 1967).  

O Ge participa como micronutriente essencial do gingsen, shiitake, alho e cebola 

(SCHROEDEDERM; BALUSA, 1967), na composição de enzimas (citocromo oxidase e 

guaninas) e como elemento básico estrutural da parede celular, mitocôndria e cromossomos 

dos animais (SONG; JI; JING, 2005). Além disso, possui uma variedade de combinações 

químicas orgânicas e inorgânicas, sendo que o dióxido de germânio (GeO2), representativo da 

forma inorgânica, possui capacidade semicondutora de energia e ação citotóxica sobre 

organismos vivos (SCHROEDEDERM; BALUSA, 1967).  

Entretanto, o derivado orgânico do germânio, o Bis(2-carboxyethilgermânio) 

sesquióxido (Ge132) foi sintetizado a partir da hidrólise induzida por ácido ou éster do 

trihalogenopropiônico adicionado de trihalogenogermânio (GOODMAN, 1988), mostrou 
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aplicabilidade na indústria química e farmacêutica ao apresentar elevada atividade biológica e 

baixa toxicidade ao organismo (OH et al., 2010).   

Resultados benéficos do Ge132, pertinentes à saúde humana e animal, têm sido 

relacionados com sua ação antibiótica (SIJPESTEIJIN et al., 1964), antiviral (ASO et al., 

1989), antitumoral (SHANGGUAN et al., 2005), analgésica (HACHISU et al., 1983), anti-

inflamatória (FURUSAWA et al., 1987) e preventiva da osteoporose (MATSUMOTO et al., 

2002).  Desordens imunológicas em pacientes humanos foram controladas na presença do 

Ge132 (PRÓNAI; ARIMORI, 1992), da mesma forma que, animais imunossuprimidos no 

pós-cirúrgico e suplementados com Ge132, exibiram maior atividade imunomoduladora dos 

macrófagos, evitando assim as complicações no pós-operatório (NAKADA et al., 1993). 

Injúrias dermatológicas induzidas em cobaias e em fibroblastos humanos testados in vitro, 

demonstraram efetivo poder reconstrutivo do Ge132 na cicatrização de lesões de pele 

(MATSUMOTO et al., 2016).  

Dentre as inúmeras funções fisiológicas já descritas para o Ge132, destaca-se seu 

poder antioxidante, demonstrado, por exemplo, em tratamentos de hepatopatias causadas por 

compostos químicos em camundongos (YANG; KIM, 1999) e macacos (TEZUKA et al., 

2017), ou decorrente de sua suplementação em dietas orais de ratos, proporcionando aumento 

da secreção e da ação antioxidante da bilirrubina (NAKAMURA et al., 2010). Além disso, 

Wakabashi (2001), após o tratamento de hipercolesterolêmia em coelhos, suplementados com 

Ge132, relatou ação antioxidante do composto sobre lipoproteínas de baixa densidade (LDL). 

Essa ação foi resultante da doação de elétrons do Ge132 (GOODMAN, 1988) e da inibição 

da glicação dessas proteínas de baixa densidade (SHIMOJO et al., 1993), assim como, do 

efeito protetor sobre vitamina E, considerada ferramenta importante para a prevenção da 

oxirredução da LDL (ESTERBAUER et al., 1987). 

Wada et al. (2018) pesquisaram o poder proliferativo, citotóxico e antioxidante do 

Ge132 sobre as células ovarianas de hamster, assim como nas células da linhagem neuronal 

humana (SH-SY5Y). Neste estudo, o Ge132 não apresentou efeito citotóxico sobre as células 

pesquisadas, todavia, sua adição promoveu taxas elevadas na proliferação celular, as quais 

foram representadas por 120% e 150% de aumento no número de células ovarianas e SH-

SY5Y, respectivamente. Ainda nesse estudo, os autores observaram  poder antioxidante do 

Ge132, caracterizado pelo acentuado declínio na produção de EROs, após indução de estresse 

oxidativo com H2O2, em ambos os cultivos celulares. Concluindo, tais investigadores 

sugeriram que o Ge132 pode ser um efetivo promotor do metabolismo celular, em humanos. 
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A combinação do Quercetin com o Germânio, originando o complexo Germânio-

Quercetin (G-Q), foi utilizada no cultivo de células eritrocitárias humanas. O referido 

composto apresentou propriedades antioxidantes acentuadas contra o OH
-.
, sem afetar as 

estruturas da membrana celular. Portanto, o complexo, G-Q protegeu os eritrócitos contra o 

estresse oxidativo ao inibir a desestabilização da membrana, tornando-a impermeável aos 

íons de cálcio (LI et al., 2012). 

Quando adicionado (Ge132 100 µg/mL) em meio de maturação in vitro (MIV) de 

oócitos suínos (KIM et al., 2015), o Ge132 não melhorou a maturação nuclear, não 

aumentando o número de oócitos em metáfase II, quando comparado ao grupo controle. 

Todavia, a adição de 200 µg/mL de Ge132 na MIV, aumentou a produção de glutationa 

(GSH) intracelular e diminuiu a geração de EROs, caracterizando uma efetiva maturação 

citoplasmática dos oócitos. Alta expressão de genes relacionados ao reparo de DNA, 

atividade antioxidante e controle apoptótico foi observada nos oócitos e nas células do 

cumulus no meio contendo 200 µg/mL de Ge132.  

Outra função relacionada à ação biológica do Ge132 foi relata por Prónai e Arimori 

(1991), os quais, afirmaram que 50 µg/mL de Ge132 pode estabilizar a membrana de 

leucócitos de humanos. Segundo Kim, et al. (2015) esta estabilização ocorre devido ao 

bloqueio dos canais iônicos livres a partir da imobilização induzida pelo Ge132 sobre as 

proteínas quinase C (PKC), fofolipases, fosfato de dinucleotídio de nicotinamida e adenina 

(NADPH) oxidase. 

Ao adicionar o Ge132 ao meio de cultivo in vitro de embriões suínos, Kim, et al. 

(2017) verificaram que o mesmo promoveu a ativação de mecanismos de defesa antioxidante 

dos próprios embriões, relacionada com o aumento da ativação do gene para o fator nuclear 

derivado de eritrócito 2 (NRF2), um indutor da produção de GSH, a qual e um potente agente 

antioxidante intracelular. Portanto, os autores concluíram que a adição de Ge132 limitou a 

produção de EROs nos embriões de 4 a 5 células, bem como reduziu a expressão de genes 

pró-apoptóticos e o desenvolvimento de embriões fragmentados.  

Além do efeito benéfico do Ge132 sobre a expressão de genes anti-apoptóticos no 

meio de cultivo (KIM et al., 2017), outra teoria foi sugerida pelos autores para explicar a ação 

anti-apoptótica do componente, com base no seu poder quelante sobre as moléculas de ATP 

(NAKAMURA et al., 2015). A interação Ge132-ATP foi capaz de reduzir o efeito deletério 

do excesso de ATP no meio extracelular, durante o cultivo de embriões suínos. O mesmo 
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ocorreu na ausência de Ge132, quando alta concentração de ATP promoveu danos em células 

neuronais (STANCHEV et al., 2009; ZHENG et al., 1991).  

O ácido ascórbico, conhecido como vitamina C, tem sido utilizado como potente 

agente antioxidante em muitos sistemas biológicos (MADHUMEET; AKSHAY, 2018), 

porém apresenta baixa lipossolubilidade e limitada disponibilização para a célula. Desta 

maneira, a ação dessa vitamina contra os radicais livres é progressivamente perdida (OH et 

al., 2010). Portanto, na tentativa de aumentar o efeito sinérgico contra as EROs geradas em 

vários sistemas metabólicos, o Ge132 devido ao seu caráter lipossolúvel (LUKEVICS; 

IGNATOVICH, 2002) foi testado em combinação com a vitamina C; tal conjugado mostrou-

se funcionalmente estável e com potente efeito redutor de radicais livres, em cultivo de 

queratinócitos humanos (OH et al., 2010).  

A atividade antioxidante do Ge132 está relacionada com o arranjo de seus elétrons 

externos (4s
2
4p

2
) e as pontes de ligação entre o Germânio e Oxigênio (Ge-O). Essas 

propriedades químicas facilitam a oxiredução dos radicais livres dentro do sistema em que 

operam, mediante doação de elétrons livres e captura de elétrons desemparelhados, 

caracterizando o Ge132 como um potente redutor de EROs (KIM et al., 2015, 2017).  

Contudo, a ação antioxidante do Ge132 sobre os radicais livres tem sido questinada, 

quando se considera a ausência ou presença de água, desta forma Kim, et al. (2017)  

relataram que o efeito antioxidante do mesmo depende de água, em contraste com 

Vishtorskaya, et al. (2018), os quais observaram que na presença de água pode ocorrer 

redução ou até inibição do referido antioxidante. 

A ligação entre o Germânio e metais de transição foi relacionada com sua influência 

sobre alguns elementos, por exemplo, o Fe
2+

 (WAKABAYASHI, 2001), dentro do 

metabolismo celular nas reações de Fanton e Haber-Weiss, as quais são responsáveis por uma 

das vias de produção do HO
-.
 (BUETTNER; JURKIEWICZ, 1996). 
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Capítulo 3 

“Dar o melhor de nós, sem esperar nada em 

troca. Só pela alegria de fazer a nossa parte. 

Apenas guiados pela certeza de que amor gera 

amor.” 

Padre Marcelo Rossi 
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1.0 Considerações finais 

1. A adição de Ge132 ao meio diluente de criopreservação de sêmen bovino não foi

capaz de manter os maiores valores de motilidade total e progressiva dos espermatozoides 

pós-descongelamento, em comparação ao controle, porém, todos os grupos testados 

apresentaram valores referentes a amostras seminais de boa congelabilidade, indicando que 

o Ge132 possa ser promissor quando adicionado em amostras seminais de touros de

congelabilidade questionável. 

2. Nos grupos pré-incubados anteriormente a refrigeração e na presença do Ge132

foi observado provável efeito benéfico tanto da utilização do antioxidante quanto do tempo 

de equilibrio prévio a refrigeração, uma vez que, esses grupos foram capazes de manter 

maiores valores de motilidade total mesmo após 60 minutos a 38° C, em comparação com 

os grupos imediatamente refrigerados na presença do Ge132. 

3. Algumas características cinéticas, imprescindíveis para se atestar a fertilidade de

uma amostra espermática, foram beneficiadas na presença do Ge132 e, de forma geral, não 

foi obervado efeito deletério ou tóxico do antioxidate adicionado por não resultar em valores 

cinéticos abaixo do mínimo aceitável para caracterizar boa fertilidade espermática. 

4. A suplementação do meio crioprotetor com Ge132, na menor dose utilizada, foi

capaz de aumentar a porcentagem de espermatozoides com membrana plasmática e 

acrossomol íntegra, bem como o número de espermatozodes sem desestabilização de 

membrana. 

5. A ação antioxidante específica do Ge132 não ficou evidente no presente estudo,

uma vez que, os niveis de produção dos radicais livres, assim como, o potencial de 

membrana mitocondrial, não mostraram diferenças evidentes as quais comprovassem essa 

ação, mas também, devemos levar em consideração a dificuldade na padronização em 

literatura sobre valores específicos para essas variáveis que justificassem uma ação 

antioxidante ou não, interferindo numa conclusão final. 

6. A avaliação da peroxidação lipídica de membrana foi considerada a variável

epermática que mais evidenciou possível poder benéfico do Ge132, demonstrando  provável 

proteção sobre a membrana plasmática, mesmo após indução ao estrese oxidativo. 




