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Impacto potencial desta pesquisa 

A pesquisa em biotecnologia da reprodução desempenha um papel fundamental no 

avanço dos sistemas de produção pecuária. A adição do antioxidante astaxantina a 

um diluente comercial busca reduzir o estresse oxidativo e preservar a motilidade do 

sêmen de touros no pós-descongelação. A melhora na qualidade espermática 

contribui para maior eficiência nos programas de inseminação artificial, favorecendo a 

disseminação de material genético superior. Essa abordagem está alinhada aos 

Objetivos de Desenvolvimento Sustentável (ODS 2, 8 e 9), ao promover inovação, 

sustentabilidade e aumento da produtividade na bovinocultura de corte. 

 

Potential Impact of this Research 

Research in reproductive biotechnology plays a fundamental role in advancing 

livestock production systems. The addition of the antioxidant astaxanthin to a 

commercial semen extender aims to reduce oxidative stress and preserve sperm 

motility in bulls after thawing. The improvement in sperm quality contributes to greater 

efficiency in artificial insemination programs, favoring the dissemination of superior 

genetic material. This approach is aligned with the Sustainable Development Goals 

(SDGs 2, 8, and 9), by promoting innovation, sustainability, and increased productivity 

in beef cattle farming. 
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DILUENTE CONTENDO ASTAXANTINA MELHORA A QUALIDADE DO SÊMEN 

DESCONGELADO EM TOUROS DE CORTE 

 
O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da adição de astaxantina (ASTX) no 

diluente comercial sobre a qualidade espermática de sêmen bovino após 

criopreservação. Foram colhidos quatro ejaculados de 12 touros Nelores, totalizando 

48 ejaculados. As amostras foram avaliadas quanto a cinética, concentração e 

morfologia espermática. A seguir, o sêmen foi dividido em três alíquotas e diluído em 

meio comercial: controle (CONTR; sem astaxantina), com 1 μmol (ASTX1) ou 2 μmol 

(ASTX2) de ASTX. Após a criopreservação, as amostras foram reavaliadas 

imediatamente após a descongelação e 30 minutos de incubação a 46°C, 

considerando a cinética espermática, integridade da membrana plasmática e 

acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e níveis de estresse oxidativo 

(TBARS). A motilidade total, rapidez e amplitude de deslocamento lateral de cabeça 

foram maiores (P < 0,05) no ASTX1 em relação ao CONTR. Embora a integridade da 

membrana plasmática, do acrossomo e o potencial de membrana mitocondrial não 

tenham diferido entre os tratamentos, a peroxidação lipídica foi menor (P 0.041) no 

ASTX1 comparado ao ASTX2. Concluímos que a inclusão de ASTX na concentração 

de 1 µmol no meio diluente melhora a qualidade espermática após a descongelação, 

aumentando a motilidade total e reduzindo a peroxidação lipídica nos 

espermatozoides de touros. 

 

Palavras-chave: Antioxidante, bovino, estresse oxidativo, Nellore, peroxidação 

lipídica  
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EXTENDER CONTAINING ASTAXANTHIN IMPROVES THAWED SPERM 

QUALITY IN BEEF BULLS 

 

 

The aim of this study was to evaluate the effects of adding astaxanthin (ASTX) to 

commercial extender on the quality of bovine semen after cryopreservation. Four 

ejaculates were collected from 12 Nellore bulls, totaling 48 samples. Sperm kinetics, 

concentration, and morphology of the samples were evaluated. The semen sample 

was then divided into three aliquots and diluted in commercial extender: control 

(without astaxanthin) and addition of 1 μmol (ASTX1) or 2 μmol (ASTX2) of ASTX. 

After cryopreservation, the samples were reevaluated immediately after thawing and 

after 30 minutes of incubation at 46 oC (rapid thermal resistance test) regarding sperm 

kinetics, plasma and acrosomal membrane integrity, mitochondrial membrane 

potential, and oxidative stress levels (TBARS). Total motility, rapid sperm percentage, 

and the amplitude of lateral head displacement were higher (P < 0.05) in ASTX1 

compared to control. Although there was no difference in plasma membrane integrity, 

acrosomal membrane integrity, or mitochondrial membrane potential between 

treatments, lipid peroxidation was lower (P = 0.041) in ASTX1 compared to ASTX2. 

We conclude that the inclusion of ASTX at a concentration of 1 µmol in the extender 

improves sperm quality after thawing, increasing total motility and reducing lipid 

peroxidation in bull semen. 

 

Keywords: Antioxidant; Cattle; Oxidative stress; Nellore; Lipid peroxidation. 
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Entre as primeiras células criopreservadas com sucesso estão os 

espermatozoides de mamíferos. Desde então, o uso de sêmen criopreservado para 

inseminação artificial e outras biotécnicas passou a desempenhar um papel crucial na 

produção animal (Curry, 1995). Apesar da criopreservação permitir a maximização da 

produtividade do rebanho, o processo provoca danos celulares, principalmente na 

membrana plasmática dos espermatozoides, comprometendo sua viabilidade, 

motilidade e fertilidade (Parks e Graham, 1992; Watson, 2000). Esses danos ocorrem 

devido à reorganização lipídica e alterações fisiológicas causadas pela redução 

metabólica e aumento na formação de espécies reativas de oxigênio (ERO) (Baust et 

al., 2009). 

A membrana plasmática dos espermatozoides, rica em lipídios, proteínas e 

colesterol, sofre transição de fase de líquido para gel durante a congelação, 

aumentando sua rigidez e vulnerabilidade à peroxidação (Lehninger et al., 2000; Purdy 

e Graham, 2004; Borges et al., 2011). Essa mudança também afeta a membrana 

mitocondrial, elevando a produção de ERO (Wang et al., 1997), que em condições 

fisiológicas contribuem positivamente para a fertilização (Kodama et al.,1996), mas 

em excesso causam estresse oxidativo (Halliwel e Gutteridge, 1989; Sanocka e 

Kurpisz, 2004). 

As ERO mais comuns incluem o oxigênio singlete (¹O₂), radical superóxido 

(O₂⁻), peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e radical hidroxila (•OH), sendo este último o 

mais agressivo, responsável por iniciar a peroxidação lipídica (Richard et al., 1991; 

Winterbourn, 1995; Ferreira e Matsubara, 1997). A peroxidação lipídica compromete 

a função celular ao modificar proteínas, lipídios e ácidos nucleicos (Bayir e Kagan, 

2008), além de causar alterações na morfologia espermática e perda de viabilidade 

(Aitken et al., 1996; Misro et al., 2004). 

Para combater esses danos, o organismo conta com antioxidantes enzimáticos 

e não enzimáticos (Agarwal et al., 2008). Contudo, sob estresse, como o da 

criopreservação, os antioxidantes endógenos não são suficientes, sendo necessária 
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a suplementação no meio diluente (Liu e Zeng, 2000; Amidi et al., 2016). Essa 

suplementação busca restaurar o equilíbrio redox celular e minimizar os danos 

causados pelas espécies reativas de oxigênio. Os carotenoides, pigmentos naturais 

com atividade antioxidante, se destacam por sua ação na neutralização do oxigênio 

singlete e radicais peroxil (Truscott, 1990; Young e Lowe, 2001). A astaxantina 

(ASTX), presente em algas e peixes, possui a mais alta capacidade antioxidante entre 

os carotenoides e atravessa a barreira hematoencefálica (Igielska-Kalwat et al., 2015; 

Fanaee-Danesh et al., 2019). 

O mecanismo antioxidante da ASTX baseia-se na transferência de energia do 

oxigênio singlete, dissipando-a como calor sem se degradar, o que permite ação 

antioxidante contínua (Nielsen et al., 1998). Essa característica faz com que a ASTX 

atue de forma eficiente mesmo sob condições de alto estresse oxidativo. Sua estrutura 

química, com grupos hidroxila e ceto, permite interação tanto com a parte lipofílica 

quanto hidrofílica da membrana, aumentando sua eficácia (Brotosudarmo et al., 2020; 

Nishida et al., 2022). Além disso, reduz a mobilidade da cadeia alquil da membrana 

em fase fluida, protegendo a estrutura celular (Widomska et al., 2016). 

Diversos estudos demonstram que a ASTX exerce efeitos positivos na 

reprodução, especialmente por sua ação antioxidante. Em homens com infertilidade, 

a suplementação dietética de ASTX melhorou a motilidade total e progressiva dos 

espermatozoides, aumentou a capacidade antioxidante do fluido seminal e reduziu 

citocinas inflamatórias (Aitken et al., 1996; Misro et al., 2004, Salih et al., 2024, 

Comhaire et al., 2005). Efeitos semelhantes foram observados quando ASTX foi 

adicionada ao diluente de sêmen em homens normozoospérmicos (Dede e Saylan, 

2022).  

Em carneiros, doses de 2 e 4 µM no diluidor aumentaram a integridade da 

membrana e a motilidade espermática (Fang et al., 2015; Abdi-Benemar et al., 2020). 

Em suínos, a concentração ideal foi de 0,5 µM, sendo que concentrações maiores 

prejudicaram a cinética dos espermatozoides (Basioura, 2020). Já em bovinos, 

embora poucos estudos existam, observou-se melhora da motilidade progressiva com 

doses de 0,5 a 1 µM, enquanto concentrações mais altas (2 µM) mostraram efeito 

negativo, evidenciando que o efeito benéfico da ASTX depende da concentração 

utilizada (Farzan et al., 2014). 
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2. OBJETIVOS 

 

Diante da escassez de trabalhos na literatura sobre a utilização da ASTX como 

antioxidante na reprodução de bovinos de corte e seu potencial para aumentar a 

qualidade espermática pós-descongelação, este estudo teve como objetivo avaliar os 

efeitos da adição de duas concentrações de ASTX a um meio diluente comercial à 

base de gema de ovo na criopreservação do sêmen de bovinos de corte. 

 

3. Hipótese 

 

A adição de astaxantina a um diluente comercial à base de gema de ovo 

melhora a qualidade espermática pós-descongelação do sêmen de bovinos de corte, 

ao reduzir o estresse oxidativo, contribuindo para a preservação da integridade das 

membranas espermáticas, motilidade e redução dos danos oxidativos induzidos pelo 

processo de criopreservação. 

 

4. REFERENCIAL TEÓRICO  

 

4.1 Criopreservação de sêmen  

 

Entre as primeiras células a serem criopreservadas com sucesso, estão os 

espermatozoides de mamíferos e desde então, o uso de sêmen congelado-

descongelado para inseminação artificial e outras técnicas passou a desempenhar um 

papel crucial na produção animal (Curry, 1995). O uso de biotecnologias, como a 

criopreservação, permite a maximização da produtividade do rebanho, viabilizando a 

distribuição eficiente e econômica de material genético superior em grande escala 

(Grotter et al., 2019; Ugur et al., 2019). O desempenho reprodutivo masculino bem-

sucedido é caracterizado principalmente pela produção de células espermáticas 

viáveis e de boa qualidade em bovinos  (Kokubu et al., 2019). A criopreservação é um 

processo que permite a sobrevivência de células ou tecidos a baixas temperaturas, 

com a redução ou suspensão da atividade metabólica (Watson, 2000).  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/reproductive-success
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432024001039#bib44
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O processo de congelação das células ocorre por quiescência e redução 

metabólica, diminuindo o consumo energético e a produção de catabólitos 

(Hammerstedt et al., 1990). Contudo, durante esse processo, as células sofrem 

diversos danos em sua anatomia e fisiologia, que resulta na redução da função celular 

(Parks e Graham, 1992). No caso do sêmen, esses danos são particularmente 

evidentes, afetando fisicamente, bioquimicamente e oxidativamente a membrana 

espermática, o que diminui a viabilidade e a capacidade de fertilização do 

espermatozoide. Esses desafios reduzem a motilidade espermática, comprometem a 

integridade estrutural das membranas e a atividade mitocondrial, podendo induzir a 

fragmentação do DNA e apoptose (Watson, 2000). 

As etapas da criopreservação do sêmen envolvem processos que visam 

preservar a viabilidade e a funcionalidade dos espermatozoides ao longo do tempo. 

Inicialmente, o sêmen é diluído para equilibrar a concentração de espermatozoides e 

proteger as células contra danos térmicos (Ugur et al., 2019). Os principais estágios 

estressores as células são o resfriamento e a congelação.  Na etapa do resfriamento, 

as células ficam sujeitas a efeitos como o desacoplamento metabólico, desequilíbrios 

nos íons, ativação de proteases, acidificação celular, redução da disponibilidade 

energética, mudança na fase das membranas, instabilidade do citoesqueleto e 

formação de radicais livres ou espécies reativas de oxigênio (ERO), conforme 

ilustrado na Figura 1 (Baust et al., 2009, Ugur et al., 2019). 

 

 

Figura 1. Efeitos prejudiciais do congelamento-descongelamento em uma 

célula espermática (Ugur et al., 2019). 
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Dentre as principais lesões celulares dos espermatozoides durante o processo 

de criopreservação, destaca-se as lesões de membrana plasmática. A membrana 

plasmática envolve todo espermatozoide e seus principais componentes são os 

lipídios, proteínas e o colesterol. Em condições normais, os espermatozoides 

possuem uma membrana plasmática composta por uma bicamada de fosfolipídios, 

responsável pela fluidez celular. (Lehninger et al., 2000; Borges et al., 2011; Tran et 

al., 2017). As proteínas presentes na membrana agem como canais através da 

membrana, atuando como receptores para outras moléculas (Amann e Pickett, 1987), 

enquanto o colesterol tem uma função reguladora, prevenindo o início da reação 

acrossomal precoce (Langlais e Roberts, 1985; Scott, 2000). 

 As injúrias na membrana plasmática dos espermatozoides ocorrem pela 

reorganização dos seus componentes. Quando submetidos a baixas temperaturas, os 

lipídeos presentes na membrana passam por uma reorganização de seus 

componentes, promovendo a transição de fase líquida para fase gel, conferindo maior 

rigidez à membrana plasmática, acrossomal e mitocondrial (Purdy e Graham, 2004; 

De Leeuw et al., 1990). A alteração na fluidez da membrana mitocondrial leva a um 

aumento no potencial da membrana e um consequente aumento na produção de ERO 

(Wang et al., 1997).  

 

4.2 Espécies reativas ao oxigênio (ERO) 

 

O metabolismo basal das células aeróbias, como o espermatozoide, produz 

constantemente e de forma natural ERO, acompanhada pela sua continua inativação 

por mecanismos antioxidantes (Halliwel e Gutteridge, 1989). Os metabólitos do 

oxigênio são substâncias instáveis que apresentam número ímpar de elétrons, 

podendo apresentar um ou mais elétrons desemparelhados. Para atingirem a 

estabilidade, essas moléculas buscam completar seus pares de elétrons, agindo, por 

isso, como agentes que recebem ou cedem elétrons (Halliwel e Gutteridge, 1989; 

Sanocka e Kurpisz, 2004). Em nível fisiológico, as ERO influenciam beneficamente 

nos processos relacionados à fertilidade, como a capacitação espermática, a fusão do 

espermatozoide com o oócito, entre outros (Kodama et al., 1996; Leclerc et al., 1997). 

https://www.rbmojournal.com/article/S1472-6483(10)00326-3/fulltext
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O oxigênio pode dar origem a diversas espécies reativas, que vão incluir os 

radicais livres e espécies não radicalares. Quando o oxigênio em seu estado básico 

absorve energia, ele se transforma em uma espécie excitada eletronicamente 

conhecida como oxigênio singlete (¹O₂), que é altamente reativo. Durante a redução 

unieletrônica do oxigênio para formar água, são gerados o radical superóxido (O₂⁻), o 

não radical peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e o radical hidroxila (•OH) (Richard et al., 

1991; Hasanoglu et al., 1994). O radical superóxido é um dos principais intermediários 

na formação de outras ERO, como o peróxido de hidrogênio e o radical hidroxila, e 

sua formação ocorre espontaneamente, especialmente na membrana mitocondrial, 

através da cadeia respiratória. Apesar de abundante, é um radical pouco reativo e não 

tem a habilidade de penetrar membranas lipídicas (Winterbourn, 1995; Sies, 2015). 

O radical hidroxila é considerado o radical mais reativo e agressivo dos 

sistemas biológicos, por reagir com praticamente todas as moléculas celulares, 

incluindo lipídios, proteínas e ácidos nucleicos, causando danos extensivos à célula.  

Ao reagir com os lipídios, o radical hidroxila inicia a oxidação dos ácidos graxos 

poliinsaturados das membranas, ou seja, a peroxidação lipídica (Winterbourn, 1995; 

Ferreira e Matsubara, 1997; Nordeberg e Arnér, 2001; Sies, 2015). Enquanto, o 

peróxido de hidrogênio apesar de não ser um radical livre, também é considerado 

nocivo pela sua participação na formação do radical hidroxila e por sua capacidade 

de atravessar membranas (Ferreira e Matsubara, 1997; Nordeberg e Arnér, 2001).  

O ataque dessas espécies reativas abstrai um átomo de hidrogênio do grupo 

metileno das cadeias de ácidos graxos poliinsaturados, e além de iniciar o processo 

de peroxidação lipídica, produz um novo radical lipídico, perpetuando a reação em 

cadeia. Esse processo pode se espalhar rapidamente, afetando várias moléculas e 

estruturas celulares, resultando em danos generalizados (Halliwel e Gutteridge, 1999). 

A peroxidação lipídica gera produtos como malondialdeído (MDA), 4-hidroxi-2-

nonenal (4-HNE) e ácidos graxos peroxidados, que podem modificar proteínas, 

lipídios e ácidos nucleicos, comprometendo a função celular (Bayir e Kagan, 2008). 

 

4.3 Peroxidação Lipídica e Estresse Oxidativo 
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A oxidação é definida como um processo no qual um átomo ou molécula perde 

elétrons, resultando em uma mudança na sua carga elétrica (Halliwel e Gutteridge, 

1989). Devido à composição lipídica dos espermatozoides, as membranas 

espermáticas apresentam alta sensibilidade à peroxidação, ou seja, oxidação de seus 

lipídios, principalmente quando estressadas (Maxwell e Watson, 1996). Sendo assim, 

o estresse oxidativo é definido por um desequilíbrio na quantidade de ERO e 

antioxidantes, podendo esse desequilíbrio ocorrer tanto por um aumento na produção 

de ERO, quanto por uma redução diminuição dos compostos antioxidantes presentes 

no meio (Lushchak e Storey, 2021). 

A peroxidação lipídica é iniciada pelo ataque de um lipídio por qualquer ERO 

que tenha reatividade suficiente para sequestrar um átomo de hidrogênio de um grupo 

metileno, e a reação apenas finaliza quando os radicais lipídicos e peroxila produzidos 

espalham-se até destruírem a si próprios. O radical hidroxila é reconhecido como a 

espécie iniciadora da peroxidação (Halliwel e Gutteridge, 1999; Ferreira e Matsubara, 

1997). Em humanos, espermatozoides defeituosos apresentam níveis de peroxidarão 

lipídica maior, do que quando comparados a espermatozoides funcionais, 

comprovando uma alteração morfológica consequente da lipoperoxidação (Aitken et 

al., 1996; Misro et al., 2004). 

A peroxidação lipídica proveniente da reação com as ERO, causa modificações 

nas características das membranas biológicas, criando fendas iônicas que alteram sua 

permeabilidade, favorecendo o trânsito indiscriminado de metabolitos e outros 

compostos, provocando a lise celular (Josephy, 1997). A primeira indicação de que o 

estresse oxidativo pode impactar a viabilidade e a função dos espermatozoides foi 

observada em humanos, uma vez que espermatozoides incubados em altas 

concentrações de O2, perdiam rapidamente sua motilidade (Halliwel e Gutteridge, 

1999). Para alguns autores, a formação excessiva de ERO pode ser consequência da 

infertilidade (Aitken, 1995). 

Os danos provocados pelo processo afetam a qualidade do sêmen, incluindo 

perda da motilidade de forma irreversível, inibição de respiração espermática, lesões 

ao DNA espermático e mitocondrial e perda de enzimas intracelulares, diminuindo a 

capacidade fecundante do espermatozoide (Aitken, 1995; De Lamirande e Cagnon, 

1999; Irvine et al., 2000). Em humanos, a geração de malonaldeído (um dos produtos 
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da peroxidação lipídica), foi negativamente correlacionada com diversos parâmetros 

da motilidade espermática, como porcentagem de células rápidas, velocidade média 

de trajeto e a habilidade do espermatozoide de passar pela fusão esperma-ovócito 

(Engel et al., 1999). 

 

4.4. Antioxidantes 

 

Antioxidantes são quaisquer substâncias capazes de neutralizar e/ou reduzir a 

oxidação de um substrato. O processo ocorre por meio da conversão de ERO em 

moléculas de água (Andrade et al., 2010). O plasma seminal contém diversos 

antioxidantes, tanto enzimáticos quanto não enzimáticos, que desempenham um 

papel crucial na proteção contra o estresse oxidativo. Entre os antioxidantes 

enzimáticos, destacam-se a superóxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa 

peroxidase/glutationa redutase (GSH), enquanto os antioxidantes não enzimáticos 

incluem ascorbato, urato, vitamina E, piruvato, glutationa, albumina, vitamina A, 

ubiquinol, taurina e hipotaurina (Agarwal et al., 2008).  

Esses compostos ajudam a mitigar os efeitos das ERO, porém apesar de sua 

presença, a capacidade antioxidante do sêmen pode ser insuficiente para prevenir 

completamente a formação excessiva e os danos causados por essas espécies, 

principalmente em condições maiores de estresse. A sobrecarga de EROs pode 

comprometer a motilidade, integridade das membranas e a funcionalidade do DNA 

espermático, impactando a fertilidade (Sharma et al., 2016). Além dos compostos 

plasmáticos, as enzimas antioxidantes presentes no espermatozoide, podem estar 

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

a cabeça e a cauda menos protegida (Aitken, 1995). 

No contexto da criopreservação, antioxidantes são essenciais para preservar a 

viabilidade dos espermatozoides durante os processos de congelamento e 

descongelamento, devido ao maior estresse que as células são submetidas (Amidi et 

al., 2016). Como resultado, diversos estudos são realizados com a adição de 

antioxidantes ao meio diluente, uma vez que os antioxidantes endógenos não são 

capazes de suportar a superprodução de ERO causada pela criopreservação (Liu e 

Zeng, 2000). Apesar de todos os fatores benéficos dos antioxidantes, o excesso deste 
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também causa importantes alterações na qualidade espermática, uma vez que 

diversos processos fisiológicos reprodutivos dependem de ERO em níveis 

controlados, por isso, o estresse oxidativo é definido pelo desequilíbrio de ambas 

(Kodama et al., 1996). 

  

4.5. Carotenoides 

 

Os carotenoides são pigmentos naturais lipossolúveis encontrados em plantas, 

fungos, bactérias e algas, estando presentes em diversos alimentos, como frutas, 

vegetais e peixes (El-Agamey et al., 2004; Tapiero et al., 2004). Existem mais de 600 

tipos de carotenoides, os quais são divididos em três classes principais: carotenos, 

xantofilas e licopeno (Jomova e Valko, 2013). Os dois principais grupos são os 

carotenos, compostos apenas por carbono e hidrogênio, e as xantofilas, que 

apresentam átomos de oxigênio em sua estrutura, sob a forma de grupos hidroxila, 

carbonila ou ambos — como ocorre com a astaxantina (ASTX) (Higuera-Ciapara et 

al., 2006). 

As xantofilas, classificadas como carotenoides secundários, contribuem para a 

proteção celular contra os danos causados por excesso de luz, atuando como uma 

barreira protetora sobre as células. Em situações de estresse ambiental, como alta 

luminosidade ou escassez de nutrientes, microalgas intensificam a síntese desses 

compostos secundários (Gong e Bassi, 2016; Rammuni et al., 2018). Dentre as 

diversas propriedades atribuídas aos carotenoides, destacam-se a inibição de 

citocinas inflamatórias, a regulação da resposta imune, a atividade anticancerígena e 

a ação antioxidante (Boon e Soon, 2004; Krinsky e Johnson, 2005; Hussein et al., 

2006). 

No conjunto dos mecanismos de defesa antioxidante, os carotenoides 

desempenham um papel fundamental na neutralização do oxigênio singlete (¹O₂) e 

dos radicais peroxil. Além disso, atuam eficientemente na desativação de moléculas 

sensibilizadoras em estados eletronicamente excitados, que contribuem para a 

formação de radicais livres e oxigênio singlete (Truscott, 1990; Young e Lowe, 2001). 

A energia do oxigênio singlete é transferida para a molécula de carotenoide, 

resultando na formação de oxigênio em seu estado fundamental e de um carotenoide 
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excitado no estado triplete. Em vez de promover reações secundárias indesejadas, o 

carotenoide retorna ao seu estado fundamental dissipando sua energia por meio da 

interação com o solvente ao redor (Foote e Denny, 1968; Baltschun et al., 1997). 

 

4.6 Astaxantina  

 

A astaxantina (ASTX) é um pigmento carotenoide vermelho, lipossolúvel, 

comumente encontrado em algas, peixes e fungos. Apresenta capacidade de 

promover fotoproteção das membranas celulares e prevenir a peroxidação lipídica 

(Lim et al., 1992). A ASTX é o único carotenoide conhecido por atravessar a barreira 

hematoencefálica, além de possuir a maior capacidade antioxidante entre todos os 

carotenoides (Igielska-Kalwat et al., 2015; Fanaee-Danesh et al., 2019). Além disso, 

pode prevenir de forma eficaz os danos oxidativos em tecidos, órgãos, células e DNA 

humanos (Sztretye et al., 2019). 

O mecanismo antioxidante da ASTX ocorre por meio da quebra da cadeia de 

peroxidação de fosfolipídios e da degradação de ERO, devido à sua estrutura 

molecular altamente conjugada, composta por 13 ligações duplas e anéis β-ionona 

contendo grupos hidroxila terminais (Li et al., 2020). A astaxantina neutraliza o 

oxigênio singlete através de um processo de transferência de energia. Nesse 

mecanismo, a energia do oxigênio singlete é transferida para a molécula de ASTX, 

que atinge o estado triplete excitado. Em seguida, retorna ao estado fundamental, 

dissipando a energia absorvida na forma de calor, sem sofrer degradação. Esse ciclo 

permite que a ASTX atue continuamente como antioxidante (Nielsen et al., 1998; Edge 

et al., 1999). 

A estrutura química da ASTX apresenta dois carbonos localizados nas posições 

3 e 3′ dos anéis β-ionona, com um grupo hidroxila (-OH) em cada extremidade da 

molécula, além de um grupo ceto (C=O), como ilustrado na Figura 2 (Brotosudarmo 

et al., 2020). O potencial antioxidante da ASTX é descrito como sendo até 6.000 vezes 

maior que o da vitamina C e 550 vezes maior que o da vitamina E na eliminação do 

oxigênio singlete. A presença simultânea dos grupos hidroxila e ceto confere maior 

polaridade à molécula, permitindo que ela se insira através da bicamada fosfolipídica 

e atue tanto na região interna (lipofílica) quanto externa (hidrofílica) da membrana 
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(Figura 3), aumentando sua eficácia antioxidante (Nishida et al., 2022). Além disso, a 

ASTX apresenta capacidade de empacotamento das membranas fosfolipídicas e 

reduz a mobilidade da cadeia alquil em fase fluida, contribuindo para a estabilização 

estrutural das membranas celulares (Widomska et al., 2016). 

. 

 

Figura 2. Estrutura química da Astaxantina, Fórmula molecular - C40H52O4 

(Higuera-Ciapara et al., 2006). 

 

 

Figura 3. Mecanismo de ação da astaxantina na membrana interna (lipofílica) e 

externa (hidrofílica) (Patil et al., 2022). 

 

4.6.1 Estudos com astaxantina na reprodução 

 

Diversos estudos com suplementação dietética de ASTX em homens com 

problemas de fertilidade demonstraram efeitos benéficos da molécula, apontando 

melhorias significativas na motilidade total e progressiva dos espermatozoides, 

aumento na capacidade antioxidante total do fluido seminal e redução nos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias (Aitken et al., 1996; Misro et al., 2004; Comhaire et al., 
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2005; Salih et al., 2024). A suplementação de ASTX no diluente do sêmen de homens 

normozoospérmicos também demonstrou efeitos positivos, como o aumento da 

motilidade espermática e a redução no número de espermatozoides descondensados 

(Dede e Saylan, 2022). 

Em carneiros, Fang et al. (2015) demonstraram que o sêmen tratado com 

astaxantina em doses de 2 e 4 µM no diluidor para congelação apresentou maior 

integridade da membrana plasmática em comparação ao grupo controle. De forma 

semelhante, Abdi-Benemar et al. (2020), utilizando suplementação de ASTX no 

sêmen de carneiros, relataram aumento nas porcentagens de motilidade total e 

progressiva com doses de 2 e 4 µM, quando comparadas a doses menores e ao grupo 

controle. Para suínos, a concentração ideal identificada foi de 0,5 µM de ASTX, 

enquanto doses mais elevadas, como 15 µM, apresentaram efeito negativo sobre a 

cinética espermática (Basioura, 2020). 

Em bovinos, até o momento, poucos estudos com ASTX adicionada ao diluidor 

de sêmen para criopreservação foram encontrados. Farzan et al. (2014), 

suplementando sêmen de touros da raça Holandesa com diluidor à base de lecitina, 

relataram maior motilidade progressiva com doses de 0,5 e 1 µM de ASTX. No 

entanto, os autores não realizaram análises relacionadas à integridade das 

membranas plasmática, acrossomal, mitocondrial, nem à peroxidação lipídica 

utilizando sondas fluorescentes. Em doses mais elevadas (2 µM), observaram que a 

ASTX não apenas deixou de apresentar efeitos benéficos às células, como também 

provocou danos espermáticos, demonstrando que seus efeitos são dependentes da 

concentração utilizada. 
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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da adição de astaxantina (ASTX) no 

diluente comercial sobre a qualidade espermática de sêmen bovino após 

criopreservação. Foram colhidos quatro ejaculados de 12 touros Nelores, totalizando 

48 ejaculados. As amostras foram avaliadas quanto a cinética, concentração e 

morfologia espermática. A seguir, o sêmen foi dividido em três alíquotas e diluído em 

meio comercial: controle (CONTR; sem astaxantina), com 1 μmol (ASTX1) ou 2 μmol 

(ASTX2) de ASTX. Após a criopreservação, as amostras foram reavaliadas 

imediatamente após a descongelação e 30 minutos de incubação a 46°C, 

considerando a cinética espermática, integridade da membrana plasmática e 
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acrossomal, potencial de membrana mitocondrial e níveis de estresse oxidativo 

(TBARS). A motilidade total, rapidez e amplitude de deslocamento lateral de cabeça 

foram maiores (P < 0,05) no ASTX1 em relação ao CONTR. Embora a integridade da 

membrana plasmática, do acrossomo e o potencial de membrana mitocondrial não 

tenham diferido entre os tratamentos, a peroxidação lipídica foi menor (P 0.041) no 

ASTX1 comparado ao ASTX2. Concluímos que a inclusão de ASTX na concentração 

de 1 µmol no meio diluente melhora a qualidade espermática após a descongelação, 

aumentando a motilidade total e reduzindo a peroxidação lipídica nos 

espermatozoides de touros. 

 

Palavras-chave: antioxidante, bovino, estresse oxidativo, Nellore, peroxidação 

lipídica  

 

1. Introdução 

A compreensão da fisiologia da célula espermática e dos princípios de 

criopreservação, são necessários para o sucesso da aplicação da biotécnica. A 

congelação das células leva a quiescência e redução metabólica, diminuindo o 

consumo energético e a produção de catabólitos (Hammerstedt; Graham; Nolan; 

1990). A membrana plasmática dos espermatozoides, rica em lipídios, proteínas e 

colesterol, sofre transição da fase líquida para gel durante a congelação, aumentando 

sua rigidez e vulnerabilidade à peroxidação (Lehninger et al., 2000; Purdy; Graham, 

2004; Borges et al., 2011).  

Essa mudança também afeta a membrana mitocondrial, elevando a produção 

de espécies reativas ao oxigênio (ERO) (Wang et al., 1997), que em condições 

fisiológicas contribuem positivamente nos processos fisiológicos relacionados à 

fertilidade, como a fusão do espermatozoide e oócito, capacitação espermática e 

outros (Kodama; Kuribayashi; Cagnon, 1996; Leclerc; Lamirande; Cagnon, 1997; 
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Valença; Guerra, 2007), mas em excesso causam estresse oxidativo (Halliwel; 

Gutteridge, 1989; Sanocka; Kurpisz, 2004). 

As ERO mais comuns incluem o oxigênio singlete (¹O₂), radical superóxido 

(O₂⁻), peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e radical hidroxila (•OH), sendo este último o 

mais agressivo, responsável por iniciar a peroxidação lipídica (Richard et al., 1991; 

Winterbourn, 1995; Ferreira; Matsubara, 1997). A peroxidação lipídica compromete a 

função celular ao modificar proteínas, lipídios e ácidos nucleicos (Bayir; Kagan, 2008), 

além de causar alterações na morfologia espermática, perda da motilidade de forma 

irreversível, inibição da respiração, lesões ao DNA espermático, perda de enzimas 

intracelulares, interferindo na sua capacidade fecundante, e portando levando a perda 

da viabilidade (Aitken et al., 1996; Misro et al., 2004). 

Para combater esses danos, o organismo conta com antioxidantes enzimáticos 

e não enzimáticos (Agarwal et al., 2008). Contudo, em condições de estresse como 

na criopreservação, os antioxidantes endógenos não são suficientes, sendo 

necessária a suplementação no meio diluente (Liu; Zeng, 2000; Amidi et al., 2016). A 

astaxantina, presente em algas e peixes, possui a mais alta capacidade antioxidante 

entre os carotenoides e atravessa a barreira hematoencefálica (Igielska-Kalwat; 

Goscianska; Nowak, 2015; Fanaee-Danesh et al., 2019). O mecanismo antioxidante 

da ASTX baseia-se na transferência de energia do oxigênio singlete, dissipando-a 

como calor sem se degradar, o que permite ação contínua (Nielsen; Jorgensen; 

Skibsted, 1998). Sua estrutura química, com grupos hidroxila e ceto, permite interação 

tanto com a parte lipofílica quanto hidrofílica da membrana, aumentando sua eficácia 

(Brotosudarmo; Limantara; Heriyanto, 2020; Nishida et al., 2022).  
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Considerando o potencial antioxidante da ASTX, doses de 2 a 4 µM foram 

adicionadas ao diluidor do sêmen de carneiros, demonstrando aumento da integridade 

da membrana e a motilidade espermática (Fang et al., 2015; Abdi-Benemar et al., 

2020). Em suínos, a concentração ideal foi de 0,5 µM, sendo que doses maiores 

prejudicaram a cinética dos espermatozoides (Basioura, 2020). A suplementação de 

ASTX no diluente do sêmen de homens normozoospérmicos, demonstrou que o 

antioxidante afeta positivamente a motilidade do esperma e reduz o número de 

espermatozoides descondensado (Dede; Saylan; 2022). 

Em bovinos, até o momento apenas um estudo acrescentou a ASTX μmol ao 

diluente a base de lecitina para criopreservação de espermatozoides de bovinos de 

leite (Farzan et al., 2014). Os autores observaram melhora significativa na motilidade 

progressiva dos espermatozoides nas concentrações de 0,5 e 1 µmol de ASTX, em 

comparação com a concentração de 2 µmol e o grupo controle, sugerindo um efeito 

benéfico dependente da concentração.  

Diante da escassez de trabalhos na literatura sobre a utilização da ASTX como 

antioxidante na reprodução de bovinos de corte e seu potencial para aumentar a 

qualidade espermática pós-descongelação, este estudo teve como objetivo avaliar os 

efeitos da adição de duas concentrações de ASTX a um meio diluente comercial à 

base de gema de ovo na criopreservação do sêmen de bovinos de corte. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 Reagentes 

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza e obtidos das 

empresas Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA), Merck KGaA® (Darmstadt, 
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Alemanha) e Thermo Fisher Scientific (São Paulo, São Paulo, Brasil), quando não 

foram citados. 

 

2.2 Aspectos éticos 

O estudo foi conduzido de acordo com os preceitos éticos preconizados pelo 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e aprovado 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Zootecnia (Protocolo 

nº 387-2023 - CEUA/IZ). 

 

2.3 Animais e coleta sêmen 

O experimento foi conduzido na região sudeste do Brasil, situada a 21º10’37” 

de latitude sul e 48º05’40” de longitude oeste. Foram utilizados 12 touros da raça 

Nelore (Bos indicus indicus), com idade de 33,2 ± 3,5 meses e peso corporal de 741,5 

± 33,75 kg. Os animais foram mantidos durante o experimento em pastagem de capim 

Brachiaria brizantha, com acesso ad libitum a silagem, sal mineral e água. Todos os 

animais do estudo foram submetidos a controle rigoroso de endoparasitas e 

ectoparasitas, antes e durante o período experimental. 

Foram obtidos quatro ejaculados de cada touro com o eletroejaculador 

(Autojac®, Neovet®, Uberaba, Minas Gerais, Brasil) no modo manual, totalizando 48 

ejaculados. Os intervalos entre as coletas foram de sete dias. 

 

2.4 Avaliação do sêmen 

2.4.1. Pré-criopreservação 
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Os ejaculados foram avaliados, previamente a criopreservação, quanto a 

cinética (IVOS, versão 14, Hamilton-Thorne Bioscience®, Beverly, MA, USA) e a 

concentração espermática (Fotômetro SDM 1, Minitube®, Tiefenbach, Alemanha). 

Para cinética espermática foi avaliado 10 μL na câmara de Makler (Makler Counting 

ChamberR, Sefi-Medical Instruments Ltda®, Haifa, Israel) e avaliada motilidade total 

(MT, %), motilidade progressiva (MP, %), velocidade curvelinear (VCL, µm/s), 

velocidade em linha reta (VSL, µm/s), velocidade de trajeto (VAP, µm/s), amplitude de 

deslocamento lateral de cabeça (ALH, µm), frequência de batimentos cruzados (BCF, 

Hz), linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %) e rapidez (RAP, %). O setup 

utilizado foi temperatura de 38 °C, número de quadros (30), contraste mínimo (60 

pixels), tamanho mínimo da célula (6 pixels), retidão (70%), velocidade de corte média 

do trajeto (30 μm/s), velocidade do trajeto médio mínimo (40 μm/s), corte de 

velocidade em linha reta (20 μm/s), intensidade da cabeça não-móvel (90), tamanho 

da cabeça não-móvel (5 pixels) e ampliação (X 1,95). Foram avaliados 5 campos 

aleatórios e, no mínimo, 150 150 células por campo. 

Uma alíquota foi fixada em formol-salina 4% previamente aquecido a 37°C para 

a avaliação da morfologia espermática em microscópio de contraste de interferência 

diferencial de fase (Eclipse Ni-U, Nikon®, Tóquio, Japão). Foram avaliadas 200 células 

e as alterações morfológicas foram agrupadas em defeitos maiores, menores e totais 

(CBRA, 2013). 

 

2.4.2. Pós-criopreservação 

Após a descongelação, as amostras foram avaliadas quanto a cinética 

espermática, utilizando o mesmo equipamento e setup, a integridade da membrana 
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plasmática e do acrossomo, potencial de membrana mitocondrial, peroxidação lipídica 

e estresse oxidativo pelo TBARS induzido - (espermatozoides) e espontâneo (plasma 

seminal). A integridade de membrana plasmática e acrossomal, potencial de 

membrana mitocondrial e estresse oxidativo (peroxidação lipídica) foram também 

avaliadas após estresse induzido (teste de termorresistência rápido – TTR - 46°C por 

30 minutos). 

A análise das membranas plasmática e acrossomal, potencial mitocondrial e 

estresse oxidativo foram realizadas por citometria de fluxo, utilizado o equipamento 

BD LSR Fortessa (Becton Dickinson®, Mountain View, CA, USA) equipado com lasers 

de excitação azul 488-nm, 100 mW e filtros de emissão 530/30nm (FITC, YOPRO e 

C11-BODYPY) e 695/40nm (iodeto de propidio e MitoSOX Red); vermelho 640-nm, 

40 mW com filtro 660/20 nm (MitoStatus Red); e o violeta 405-nm, 100 mW, com o 

filtro 450/50 nm (Hoechst). A taxa de aquisição foi de 800 eventos por segundo e no 

mínimo 10.000 células foram analisadas por amostra. Os dados foram avaliados pelo 

software BD FACSDiva™ software v 6.1 (Becton Dickinson®, Mountain View, CA, 

USA). 

Todas amostras foram diluídas em TALP-PVA, conforme protocolo de Parrish 

et al., (1988) modificado (100 mmol NaCl, 3,1 mmol KCl, 25,0 mmol NaHCO3, 0,3 

mmol NaH2PO4, 21,6 mmol DL-lactato de sódio 60%, 2,0 mmol CaCl2, 0,4 mmol 

MgCl2, 10,0 mmol Hepes-livre de ácido, 1,0 mmol piruvato de sódio, 1,0 mg/mL álcool 

polivinil-PVA e 25 μg/mL gentamicina) na concentração de 5 x 106 

espermatozoide/mL, acrescido de Hoescht 33342 (7 μmol; 145333, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, USA) para identificação das células. 
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A integridade da membrana plasmática e do acrossomo foi avaliada utilizando 

uma associação de iodeto de propídio (P-4170, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, 

USA) e FITC-PSA (L-0770, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) de acordo com 

Freitas-Dell’Acqua et al. (2012). Uma alíquota de 200 μL de sêmen diluído com TALP-

PVA foi acrescido de 1,5 μmol de iodeto de propídeo e 2 ng de FITC-PSA. As amostras 

foram incubadas durante 15 minutos a 37 ºC no escuro. 

Para avaliar o potencial da membrana mitocondrial, a desestabilização da 

membrana plasmática e a produção de superóxido (O2•-) na matriz mitocondrial, foi 

utilizada a associação de YOPRO (YP; Y3603; marcação para célula com membrana 

plasmática desestabilizada), MitoStatus Red (MST; potencial mitocondrial) e 

MitoSOX™ Red (MSR; M36008; geração de ânion superóxido na matriz mitocondrial 

Freitas-Dell’aqua et al.,2018). Assim, em uma amostra de 500 μL de sêmen diluído 

foram adicionados 25 nM YP, 20 μmol de MST e 2 μmol de MSR, seguido por 

incubação a 37ºC por 20 min.  

Para análise da peroxidação lipídica, foi seguido o protocolo de Guasti et al. 

(2012), utilizando a sonda C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes). Assim, em 500 

μL de sêmen diluído em TALP-PVA foram adicionados 5 μmol de C11-

BODIPY581/591, seguido por incubação por 45 minutos a 37ºC. Posteriormente, as 

amostras foram lavadas duas vezes e centrifugadas a 300g por 5 min, com TALP-

PVA e o pellet ressuspendido em 300 μL de TALP-PVA. Os resultados foram 

expressos como percentagem de células coradas com C11-BODYPI. 

Para o teste de termorresistência as amostras foram descongeladas nas 

palhetas a 37°C por 30 segundos incubadas a 46 °C por 30 minutos. Após o período 
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de incubação as amostras foram avaliadas quanto a cinética espermática, integridade 

de membrana plasmática e acrossomal, potencial mitocondrial e peroxidação lipídica. 

O estresse oxidativo das células espermáticas foi avaliado pelo TBARS 

induzido. Após a descongelação das palhetas a 37°C por 30 segundos, uma alíquota 

de 200 μL foi acrescida de 1 mL de solução salina de fosfatos (PBS) pH 7,2 e 

centrifugada a 800xg por 10 minutos. O processo foi repetido duas vezes para retirada 

do diluente. Após a última lavagem, o pellet foi acrescido de 50 μL 4 mmol de sulfato 

de ferro e 50 μL 10 mmol de ascorbato. As amostras foram incubadas a 37°C por 90 

minutos com as tampas dos tubos abertos. Após a incubação foi adicionado 600 μL 

de ácido tricloroacético TCA 10% gelado. As amostras foram centrifugadas a 15.000xg 

por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e o pellet acrescido de 800 μL de ácido 

tiobarbitúrico TBA 1% em 50 mmol de NaOH. As amostras foram incubadas a 95°C 

por 15 minutos com os tubos fechados e, então, colocadas em banho de gelo para 

interromper a reação. A leitura foi conduzida em espectrofotômetro usando cubetas 

de 750 μL (NanoDropTM One/OneC Microvolume UV-Vis Spectrophotometer; 

ThermoFísher Scientific; Waltham, Massachusetts) a 532 nm. Os resultados foram 

comparados a curva padrão previamente estabelecida com concentrações 

conhecidas de malondialdeído. 

Para análise do estresse oxidativo espontâneo do plasma seminal, uma 

alíquota do ejaculado foi centrifugada a 800xg por 10 minutos, o sobrenadante foi 

recuperado e congelado a -80°C. Para análise, as amostras foram descongeladas e 

recentrifugadas a 10.000xg por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi 

acrescido de 400 μL de TBA 1% e as amostras incubadas a 95 °C por 15 minutos. 
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Após a incubação, as amostras foram colocadas em banho de gelo para cessar a 

reação e então lidas, da mesma maneira, em espectrofotômetro. 

 

2.5 Congelação do sêmen 

Para a preparação dos diluentes, foi utilizado um meio comercial (BotuBov®, 

Botupharma, Botucatu, São Paulo, Brasil) composto por açúcares, aminoácidos, 

tampões, surfactante (Orvus Es Paste – OEP), gema de ovo e 7% de glicerol. 

O dimetilsulfóxido (DMSO) foi utilizado no experimento como um solvente, em 

virtude da astaxantina apresentar característica lipossolúvel. Carrear (2022), 

demonstrou que o DMSO adicionado ao diluidor a base de gema ovo, não possui 

propriedades protetoras antioxidantes, realizando um grupo controle apenas com 

DMSO. As doses foram definidas com base em um estudo piloto. 

Após a avalição inicial, os ejaculados foram divididos em três grupos: controle 

(CONTR: diluente comercial sem suplementação de ASTX), ASTX1 (diluente 

suplementado com 1 μmol ASTX) e ASTX2 (diluente suplementado com 2 μmol 

ASTX). A concentração final utilizada foi de 50x106 espermatozoides/mL. 

Após a suplementação dos grupos, as amostras foram mantidas em repouso 

por 10 minutos, permitindo a interação da astaxantina com o diluente. Em seguida, 

foram envasadas em palhetas francesas de 0,5 mL (IMV® Technologies, Campinas, 

Brasil), identificadas e submetidas ao processo de criopreservação em uma máquina 

automática (TK 3000®, TK Tecnologia em Congelação Ltda, Uberaba, Brasil). 

O período de equilíbrio (refrigeração) e congelação seguiram os recomendados 

por Campanholi et al. (2017). A máquina foi pré-ajustada para uma curva de 

refrigeração de -0,25 °C/minuto, de 25ºC a 5 °C. Após atingir 5ºC, as amostras foram 
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mantidas por 4 horas. Em seguida, foi programada uma curva de congelação de -

15ºC/minuto, partindo de 5ºC até -80ºC. Após atingir esta temperatura, a taxa foi 

ajustada para -20ºC/min, até -140ºC, quando então as palhetas foram mergulhadas 

em nitrogênio líquido (-196 °C). As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 

37 ºC por 30 segundos. 

 

2.6 Análise estatística 

As análises foram realizadas no software Statistical Analysis System – SAS 

(9.4 version, Inc., Cary, NC, USA). Foi utilizado o procedimento GLIMMIX para a 

análise de variância das características seminais. Para a análise das variáveis do 

sêmen in natura o modelo foi ajustado como efeitos fixos TRATAMENTO (CONTR, 

ASTX1, ASTX2), COLETA (j = 1, ...,4) e interação TRATAMENTO x COLETA. O efeito 

individual do touro foi analisado como efeito aleatório no modelo. Para as variáveis 

após a descongelação e pós-TTR, além do modelo descrito acima, foi considerado, o 

MOMENTO DA AVALIAÇÃO (descongelado, pós-TTR) e as possíveis interações. Os 

resultados submetidos à análise de variância foram considerados como medidas 

repetidas aninhadas. A variância residual foi modelada considerando a melhor 

estrutura de (co)variâncias de acordo com o critério de informação de Akaike. As 

médias foram ajustadas pelo método dos quadrados mínimos (“LSMEANS”) e 

comparadas, quando necessário, pela probabilidade da diferença (“PDIFF”). A 

significância estatística foi declarada quando P < 0,05. 

 

3. Resultados 
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Os resultados de motilidade total, espermatozoides rápidos, amplitude de 

deslocamento lateral da cabeça, frequência de batimentos cruzados, progressividade 

e linearidade do sêmen pós-descongelação e TTR variaram entre os grupos. A 

cinética espermática foi superior, em ambos os momentos (pós-descongelação e 

TTR), no grupo ASTX2 para diversas variáveis (P< 0,05, Tabela 1). 

As variáveis avaliadas pela citometria de fluxo (Tabela 2) apresentaram 

resultados similares entre os grupos CONTR, ASTX1 e ASTX2, com exceção da 

peroxidação lipídica.   

O teste de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) induzido 

(espermatozoides descongelados) e espontâneo (plasma seminal fresco) não 

apresentou diferença entre os tratamentos, coletas e a interação tratamento e coleta. 

 

4. Discussão 

Para minimizar as lesões decorrentes do processo de criopreservação, são 

necessárias estratégias visando alta qualidade e potencial para fertilização dos 

espermatozoides descongelados. Este estudo demonstrou que a suplementação de 

diferentes concentrações de ASTX ao meio diluente melhora a qualidade do sêmen 

bovino, principalmente ao melhorar as variáveis de cinética espermática e a redução 

da peroxidação lipídica. 

A principal função do espermatozoide é transmitir o material genético masculino 

ao oócito durante a fertilização. Para que essa transferência seja bem-sucedida, o 

espermatozoide deve percorrer o trato reprodutor feminino até atingir o local da 

fecundação, necessitando de motilidade adequada, integridade da membrana celular 

e preservação do material genético (Zhou et. al., 2016). A criopreservação pode 
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causar alterações na fisiologia e morfologia da célula espermática pós-descongelada, 

inibindo ou diminuindo a motilidade dos espermatozoides pela redução das fontes de 

energia necessárias devido a peroxidação lipídica (Khan et. al., 2021). 

A avaliação da cinética espermática do sêmen pós-descongelação 

suplementado com 1 μmol de ASTX, demonstrou melhora das características 

cinéticas do sêmen. A ASTX possui em sua fórmula química ligações duplas 

conjugadas, que são responsáveis por seu alto potencial antioxidante, doando 

elétrons que reagem com radicais livres para convertê-los em produtos mais estáveis, 

bloqueando a produção excessiva de ROS. Acreditamos que devido a ação protetiva 

da ASTX, houve manutenção das fontes energéticas das células e consequente 

aumento da cinética espermática (Donoso et. al., 2021; Yamashita, 2015).  

Concentrações menores de ASTX no diluente tem mostrado efeitos protetores 

para as células espermáticas, como em nosso estudo, já que em suínos 

concentrações de até 15 μmol reduziram a motilidade e viabilidade espermática 

(Basioura et al., 2020), indicando concentração-efeito dependente do produto. Apesar 

disso, 1 μmol de ASTX esteve associado à maior frequência de batimentos cruzados 

da cauda, além de aumentar a progressividade e a linearidade do sêmen 

descongelado, em comparação ao grupo controle. Desta maneira, acreditamos que a 

ASTX foi capaz de reduzir a produção excessiva de ROS, contudo a necessidade e a 

concentração de antioxidantes são variáveis e dependentes do nível de estresse que 

a célula precisará suportar (Miller et al., 1993). 

A ASTX é capaz de capturar radicais livres tanto na superfície quanto no interior 

da membrana fosfolipídica, proporcionando uma proteção completa à célula. Para 

avaliar este mecanismo de ação, foi utilizado o TTR para induzir o estresse celular e 
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testar o potencial do antioxidante, já que esse teste é comumente empregado para 

prever, in vitro, a capacidade de sobrevivência e manutenção do potencial 

antioxidante no trato reprodutor feminino (Kumar 2014; Oliveira et. al., 2013; Marqui 

et. al., 2023). Após o estresse, a motilidade total foi superior nos tratamentos em 

comparação ao CONTR, sugerindo o efeito antioxidante da astaxantina como descrito 

em outros estudos (Donoso et. al., 2021; Lakey-Beitia et. al., 2019; Nguyen, 2013). A 

progressividade e linearidade, ao contrário do que foi observado no sêmen pós-

descongelação, não apresentaram diferenças entre o grupo controle e a concentração 

1 μmol, o que indica que, sob maior estresse, o sêmen suplementado com 1 μmol 

ASTX manteve a linearidade e progressividade do grupo controle, porém com maior 

motilidade total. Por outro lado, a maior concentração de ASTX (2 μmol), apresentou 

porcentagens menores em relação ao grupo controle, o que demonstra que, embora 

a capacidade antioxidante das células serem reduzidas durante o processo de 

criopreservação, é necessário um equilíbrio entre antioxidantes e espécies reativas 

ao oxigênio (Aitken, 2020; Pandey et. al., 2024). 

O aumento na produção de radicais livres afeta o equilíbrio redox das células 

espermáticas, causando oxidação das biomoléculas, principalmente de lipídios 

(Halliewll & Whiteman, 2004; Pandey et. al., 2024). A menor peroxidação lipídica 

encontrada na citometria de fluxo na concentração de 1 μmol ASTX, pode justificar a 

maior motilidade total e rapidez encontrada na cinética espermática, uma vez que os 

lipídeos das células espermáticas são importantes para motilidade e fluidez celular. 

Além disso, estudos demonstraram que a peroxidação lipídica é negativamente 

correlacionada com a fertilidade touros (Borges et al., 2011; Kasimanickan et. al., 

2007; Tran et. al., 2017). 
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Embora ERO sejam geradas por várias organelas, a principal fonte de produção 

nos mamíferos são as mitocôndrias (Di Meo et. al., 2016). A avaliação da lesão das 

membranas plasmática e acrossomal, como o potencial mitocondrial não foram 

diferentes entre os tratamentos no sêmen de bovinos. Para ovinos a suplementação 

de ASTX no diluente demonstrou maior integridade de membrana plasmática, porém 

não teve diferença com a integridade de membrana acrossomal (Fang et al., 2015). 

Os autores ainda demonstram que para ovinos, a ASTX não apresentou diferença na 

cinética espermática, diferente do encontrado para bovinos neste estudo  

O TBARS é um método utilizado para avaliar a peroxidação lipídica, 

quantificando indiretamente o aníon hidróxido a partir da reação do ácido tiobarbitúrico 

com os produtos de peroxidação (Ohkawa; Ohishi; Yagi; 1979). A forma mais reativa 

do oxigênio ao organismo é o oxigênio singleto ( 1 O 2 ), no qual os carotenoides 

exercem sua ação antioxidante ao neutralizar o oxigênio e eliminar radicais livres, 

interrompendo as reações em cadeia, (Barreiros; David; David, 2006). Neste estudo, 

a peroxidação lipídica, avaliada por TBARS, não apresentou diferenças entre os 

grupos, provavelmente porque o método avalia o aníon hidróxido, enquanto a principal 

atividade antioxidante da ASTX é direcionada ao oxigênio singleto. 

Também a avaliação do plasma seminal no TBARS não apresentou diferença 

entre os touros. Assim como alguns componentes do plasma seminal influenciam 

positivamente a criotolerância da célula espermática, outros influenciam 

negativamente. A composição do plasma é afetada pela genética e alimentação dos 

animais (Pessoa et. al., 2023). Neste experimento, todos os touros possuíam a mesma 

linhagem e manejos alimentares, justificando quantidades semelhantes na 

peroxidação lipídica do plasma seminal. 
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A suplementação de ASTX no diluente de sêmen bovino foi mencionada em 

um estudo que observou maior motilidade progressiva nas amostras tratadas com 0,5 

e 1 μmol, embora o diluente tenha sido composto por lecitina de soja e touros 

estudados fossem da raça holandeses (Farzan et. al., 2014). Estudos sugerem que 

as necessidades nutricionais e a resposta ao estresse oxidativo podem variar 

significativamente entre as raças de corte e leite (Abeyta et. al., 2023). 

Concluímos que os efeitos da adição de ASTX ao diluente comercial à base de 

gema de ovo são dependentes da concentração. Em concentrações mais baixas, a 

ASTX exerce efeitos antioxidantes, promovendo maior motilidade total e rapidez das 

células espermáticas. No entanto, em concentrações mais altas, foi observado um 

efeito paradoxal. Neste estudo, a concentração de 1 μmol ASTX apresenta os 

melhores resultados para criopreservação de sêmen bovino. 

 

Implicações 

Apesar de o presente estudo ter abordado aspectos importantes relacionados ao 

estresse oxidativo e à cinética dos espermatozoides, a avaliação da fecundação não 

foi realizada, o que constitui uma limitação significativa. Embora a motilidade e a 

integridade celular dos espermatozoides sejam indicativos da sua viabilidade inicial, a 

verdadeira capacidade fecundante e a fertilidade não foram confirmados.  
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