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Resumo 
Objetivou-se determinar o efeito e o melhor nível de inclusão de ácido ascórbico em meio diluidor 
TRIS-Gema para criopreservação de sêmen caprino. Foram utilizados cinco ejaculados de três bodes 
da raça Anglo Nubiana. Cada ejaculado foi dividido em quatro alíquotas de 200 µL, compondo quatro 
tratamentos: um sem adição de ácido ascórbico (controle) e os demais com 0,0528; 0,1056 e 
0,1584mg/mL de ácido ascórbico no diluidor TRIS-Gema. Avaliaram-se motilidade espermática 
progressiva e vigor espermático pós-diluição, pós-resfriamento e pós-descongelamento; integridade 
de membrana (HOST); integridade acrossomal e teste de termorresistência lento (TTR). Os dados 
foram submetidos à Análise de Regressão a 5% de probabilidade. Não houve diferença para 
motilidade progressiva e para vigor espermático, repectivamente, na pós-diluição; pós-resfriamento 
e pós-descongelamento, assim como para os testes complementares HOST e após 120 minutos do 
TTR, para motilidade e vigor, no pós-descongelamento (P>0,05). Houve comportamento quadrático 
com a inclusão do ácido ascórbico para integridade acrossomal (61,58%), com nível ótimo de 
0,1006mg/mL de ácido ascórbico (P<0,05). A inclusão de 0,1006mg/mL de ácido ascórbico no 
diluidor TRIS-Gema melhorou a integridade acrossomal durante o processo de criopreservação, 
podendo ser uma alternativa na composição dos diluidores seminais caprinos.  
Palavras-chave: antioxidantes; espermatozoide; estresse oxidativo; TRIS-gema.  
 
Abstract 
The objective of this study was to determine the optimal inclusion level of ascorbic acid in TRIS-
yolk extenders for cryopreservation of goat semen. We used five ejaculates of three Anglo Nubian 
goats. Semen from each animal was divided into four 200μL aliquots, composing four treatments: no 
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addition of ascorbic acid (control) and 0.0528, 0.1056, and 0.1584mg/mL of ascorbic acid in TRIS-
egg yolk. We evaluated motility and sperm vigor after dilution, post-cooling, and post-thawing; 
membrane integrity (HOST); acrosomal integrity, and slow thermoresistance test (TRT). Data were 
subjected to regression analysis at 5% probability. There was no difference for the progressive 
motility and sperm vigor, respectively, in the post-dilution, after cooling and post-thawing, as well as 
the additional tests HOST and after 120 minutes of TRT, for motility and force, respectively, in post-
thawing (P>0.05). There was a quadratic effect with the addition of ascorbic acid to the acrosome 
integrity parameter, presenting a great maximum level of 0.1006 mg/mL ascorbic acid for acrosome 
integrity of 61.58% (P<0.05). The addition of ascorbic acid was effective in maintaining sperm 
viability, especially acrosome integrity during the cryopreservation process until the level of 0.1006 
mg/mL, and it may be an alternative composition of seminal extenders for goats. 
Keywords: antioxidants; oxidative stress; sperm; TRIS-yolk. 
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Introdução 

 

 

A resistência espermática durante a criopreservação varia entre machos de uma mesma espécie, assim 
como em machos de diferentes espécies. Em geral, os espermatozoides de pequenos ruminantes são 
mais sensíveis à criopreservação em comparação com a espécie bovina(1). Além dessas características 
intrínsecas observadas nas diferentes espécies durante o processo de criopreservação, o choque 
térmico é normalmente associado ao estresse oxidativo, devido à geração de espécies reativas ao 
oxigênio (ROS), pelos espermatozoides mortos e oxigênio atmosférico. Esse fato promove um 
desequilíbrio entre o efeito protetor dos antioxidantes enzimáticos do plasma seminal desempenhado 
pelo superóxido dismutase (SOD), pela catalase (CAT), pela glutationa peroxidase (GSH-Px) e pela 
produção de ROS, que estão envolvidos com os danos causados à membrana plasmática e ao DNA 
espermático(2,3).  

Nesse aspecto, o uso de antioxidantes no diluidor seminal pode melhorar a eficácia contra o dano 
peroxidativo e a congelabilidade seminal, visto que o aumento da geração de ROS, principalmente 
em amostras manipuladas in vitro, diminui as defesas antioxidantes(3). Pesquisadores têm testado 
diversas substâncias antioxidantes no diluidor seminal, incluindo o ácido ascórbico, para as espécies 
ovina(4), bovina(5) e caprina(6). No entanto, a dosagem desse antioxidante no diluidor seminal ainda é 
controversa, uma vez que observou-se redução na motilidade espermática no pós-descongelamento, 
quando houve adição de ácido ascórbico nas concentrações entre 5 e 10mg/mL(7)  no sêmen de ovino, 
ao passo que concentrações inferiores dessa substância (600 μM/L) não apresentaram o mesmo 
comportamento(4). 

Dessa forma, este estudo teve como objetivo determinar o efeito e o melhor nível de inclusão de ácido 
ascórbico no meio diluidor TRIS-Gema para criopreservação de sêmen caprino. 
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Material e Métodos 
 

 

Este trabalho foi previamente avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do 
Recôncavo da Bahia (CEUA – UFRB), processo 23007.005461/2014-18, atendendo aos princípios 
éticos e do bem estar animal.  

O experimento foi realizado na cidade de Cruz das Almas-BA, localizada no paralelo 12º39'54", 
latitude Sul e meridiano 39º04'44", longitude Oeste; no período de verão, entre fevereiro e março de 
2014. Utilizaram-se três reprodutores da raça Anglo Nubiana, entre dois e três anos de idade, 
clinicamente sadios e aptos para reprodução, segundo as normas de exame andrológico do Colégio 
Brasileiro de Reprodução Animal(9). Os animais foram mantidos em regime semi-intensivo de 
produção, com acesso à pastagem de Brachiaria (Brachiaria decumbens), suplementados com 
concentrado protéico (800g/animal/dia - Nutrividas®), sal mineral e água ad libitum.  

As coletas de sêmen foram realizadas na frequência de duas vezes por semana, pelo método de vagina 
artificial, na presença de uma cabra em estro como manequim, totalizando cinco coletas viáveis por 
animal. Após as coletas, os ejaculados foram encaminhados ao laboratório e acondicionados em 
banho-maria a 32 °C. Em seguida, avaliou-se o volume, a cor, o turbilhão, a motilidade progressiva 
e o vigor, bem como a concentração, a morfologia espermática e a integridade de membrana dos 
espermatozoides. Apenas as amostras que atenderam ao padrão mínimo preconizado pelo CBRA(9) 
foram encaminhadas à criopreservação.  

Após avaliação, cada ejaculado foi dividido em quatro alíquotas de 200 µL e diluído em meio diluidor 
TRIS-Gema(10), compondo quatro tratamentos, sendo: sem adição de ácido ascórbico (controle) e com 
0,0528; 0,1056 e 0,1584 mg/mL de ácido ascórbico, segundo Peixoto et al.(4). As amostras foram 
diluídas para manter uma concentração espermática de aproximadamente 100-120 milhões por dose. 

A criopreservação iniciou-se com a curva de resfriamento, que apresentou uma queda de 0,2 °C/min, 
atingindo o equilíbrio a 5 °C em 3 horas. Para tal, os tubos com o sêmen diluído foram colocados em 
canecas de alumínio, contendo 300 mL de água a 32 °C, acondicionadas em caixa isotérmica de 
poliestireno expandido de 11 L, preenchida por cubos de gelo. Em seguida, para realizar o 
congelamento, o sêmen foi envasado em palhetas de 0,25 mL, seladas com massa de modelar atóxica, 
acomodadas em um suporte na posição horizontal a 5 cm do nitrogênio líquido durante 15 minutos, 
seguindo-se da imersão em nitrogênio líquido e armazenamento em botijão criogênico. 

A motilidade espermática progressiva e o vigor espermático de cada partida foram analisados pós-
diluição, pós-resfriamento e pós-descongelamento em microscópio de luz com contraste de fase, em 
aumento de 20 a 40X (Nikon E200). As avaliações de integridade de membrana plasmática (HOST) 
foram realizadas segundo Bittencourt et al.(11), enquanto que as de integridade acrossomal foram feitas 
segundo Pope et al.(12) e o teste de termorresistência lento (TTR) foi realizado segundo o CBRA(9). 

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e 
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quinze repetições. Para análise estatística dos resultados, utilizou-se o comando PROC GLM (do 
programa estatístico SAS 9.1®) e os dados foram submetidos à análise de regressão, adotando-se o 
nível de significância de 5%. Contrastes polinomiais foram utilizados para se determinar o efeito 
linear e quadrático dos tratamentos.  

 

Resultados e Discussão 
 

 

Não houve diferença (P>0,05) entre os tratamentos quanto à motilidade espermática progressiva e ao 
vigor espermático pós-diluição, pós-resfriamento e pós-descongelamento (Tabela 1). Em todos os 
tratamentos, os valores de motilidade e de vigor pós-descongelamento se mantiveram acima dos 
limites mínimos preconizados para a espécie caprina (30% para motilidade e 2 para vigor), segundo 
o CBRA(9), demonstrando eficiência no processo de criopreservação e dos diluidores utilizados, 
independente da adição do ácido ascórbico. 

 

A ausência de efeito da adição de ácido ascórbico na congelabilidade seminal pode ter sido devido à 
quantidade de ácido arcórbico utilizada, não sendo necessária para manter o sistema antioxidativo 
eficiente e, por conseguinte, não tendo eficiência no combate ao dano oxidativo. Peixoto et al.(4) 
encontraram resultados similares na espécie ovina, de modo que a concentração máxima de 0,1056 
mg/mL de ácido ascórbico no diluidor seminal Tris-Gema também não proporcionou melhorias 
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significativas na motilidade progressiva e no vigor espermático no pós-descongelamento.  

Estudos mais recentes mostram resultados positivos na motilidade espermática de caprinos com 
adição de 8,5 mg/mL de ácido ascórbico no diluidor seminal(8), ao passo que outros resultados 
demonstraram que a inclusão de ácido ascórbico em até 4,5 mg/mL resultaram num aumento 
significativo da motilidade espermática progressiva, de modo que concentrações mais elevadas (10 
mg/mL) conferiram uma taxa menor de motilidade dos espermatozoides de bovinos(5) e ovinos(7). 
Portanto, resultados divergentes com o uso de antioxidantes são comuns, pois podem estar 
relacionados ao tipo de antioxidante, ao meio diluidor, à concentração do antioxidante e à espécie 
animal(5,7,13,14).  

Não houve efeito da inclusão de ácido ascórbico no diluidor de sêmen caprino na integridade de 
membrana plasmática (P>0,05) (Tabela 2). Baseado nos resultados médios de motilidade e de vigor, 
esperava-se haver uma maior proporção de células com membrana íntegra nos tratamentos com 
diluidor com ácido ascórbico.  

 

Esse comportamento corrobora o pressuposto de que as lesões da membrana podem não estar 
associadas à perda da motilidade espermática(15). É possível inferir, a partir dessas diferenças, que a 
cinética espermática não depende exclusivamente do transporte de elementos através da membrana 
e, sim, de outros mecanismos bioquímicos.  

Diante desse contexto, vale destacar a importância em avaliar a integridade da membrana 
espermática, visto que a criopreservação confere danos irreversíveis aos espermatozoides. Essas 
injúrias causadas aos espermatozóides se devem, principalmente, ao choque térmico, à exposição ao 
oxigênio durante a manipulação do sêmen, ao estresse osmótico, à toxicidade dos crioprotetores, à 
formação e à dissolução dos cristais no ambiente extracelular(16).  

Além disso, concentrações elevadas de ácido ascórbico podem alterar as características da membrana 
plasmática dos espermatozoides e reduzir a peroxidação lipídica (LPO) ao ponto de afetar a sua 
fluidez(5). Por outro lado, a presença do antioxidante em baixas quantidades contribui para a produção 
fisiológica de ROS, que são essenciais para as alterações nas membranas no momento da 
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capacitação(17). Wright et al.(18) afirmaram que a LPO ocorre quando as ligações duplas de ácidos 
graxos poli-insaturados são atacadas pelas ROS, criando um radical peróxido lipídico. Assim, há uma 
propagação para as moléculas de ácidos graxos vizinhas, reação em cadeia, causando sérios danos às 
membranas lipídicas (19). 

Houve efeito quadrático negativo com a inclusão do ácido ascórbico para a variável integridade 
acrossomal, em função do aumento de antioxidante no diluidor, apresentando um nível ótimo de 
0,1006 mg/mL de ácido ascórbico para uma integridade acrossomal de 61,58% (P<0,05) (Tabela 2 e 
Figura 1). 

 

Nesse aspecto, a inclusão de ácido ascórbico no diluidor seminal manteve a viabilidade espermática 
até o nível de 0,1006 mg/mL, possivelmente em virtude da redução dos efeitos deletérios de ROS, 
visto que houve uma maior percentagem de espermatozoides com membrana acrossomal íntegra. 
Esses achados são importantes no intuito de viabilizar a fertilização in vivo e in vitro (FIV), uma vez 
que a inclusão de ácido ascórbico no diluidor contribuiu para um percentual superior de 
espermatozoides vivos com acrossoma intacto em relação ao grupo controle, corroborando os achados 
de Peixoto et al.(4), os quais afirmaram que concentrações inferiores dessa substância proporcionam 
melhorias significativas  na qualidade espermática.  

Esses mecanismos estão relacionados com o aumento da ação antioxidante que, além de atuar de 
forma natural no controle da ação das ROS, auxilia vários outros mecanismos, incluindo a redução 
da LPO durante o processo de criopreservação e, assim, protegem a membrana acrossomal(20,5). Isso 
ocorre porque o ácido ascórbico atua na proteção do DNA espermático, mais precisamente no 
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citocromo P-450, fato que impede a destruição da membrana por pseudo-substratos oxidativos e 
oxigênio(21,22), evidenciando a alta eficiência do antioxidante na contenção dos danos oxidativos 
provocados pela criopreservação do sêmen de caprinos. 

É importante considerar que, assim como as células somáticas, os espermatozoides produzem 
pequenas quantidades de ROS como um subproduto da cadeia de transferência de elétrons na 
mitocôndria(23). Isso acarreta uma maior quantidade de ROS na célula, consequentemente, mais danos 
ao DNA mitocondrial, indicando que, quanto mais células com mitocôndria sem atividade, menor a 
produção de ATP e fornecimento de energia para a motilidade espermática, sendo uma das possíveis 
causas de infertilidade em machos(24). Por esse motivo, é importante que o acrossomo esteja íntegro, 
um pré-requisito essencial para a ligação do espermatozoide à zona pelúcida e para a reação 
acrossomal subsequente(25).  

Ao final de duas horas de incubação, não foram encontradas diferenças para o TTR (P>0,05) para as 
variáveis motilidade espermática progressiva e vigor espermático (Tabela 3).  

 

Apesar de não ter observado significância para essas variáveis, é importante considerar que o 
comportamento durante o teste de termorresistência (TTR) foi semelhante para ambas, sendo altas 
nas primeiras horas do teste, diminuindo nas horas intermediárias e, posteriormente, estabilizando em 
baixos valores nas horas finais do teste(26). Isso ocorre porque as reservas energéticas vão se 
esgotando, em virtude de o metabolismo celular estar elevado. Assim, há um aumento considerável 
de espermatozoides mortos e, por conseguinte, maior produção de ROS, mais danos peroxidativos e 
menor viabilidade espermática. 
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Maxwell e Watson(27) afirmaram que a geração de espécies reativas ao oxigênio é consequência 
normal do metabolismo oxidativo e, possivelmente, elas devem estar associadas aos danos 
espermáticos em condições hipotérmicas de estocagem. Além disso, diversos fatores podem atuar 
sobre as células espermáticas, tais como alterações na composição, pH, temperatura e osmolaridade 
do meio em que as circunda, provocando alterações irreversíveis em suas membranas(16).  

Nagy et al.(28) demonstraram que o percentual de espermatozoides vivos de touros com acrossoma 
intacto diminui ao serem incubados a 37 °C por um período de 4 h, pois o estresse térmico provoca 
alterações na membrana plasmática e acrossomal. Portanto, esse processo é fundamental para se 
predizer a longevidade e a resistência espermática do sêmen caprino durante a passagem pelo trato 
genital da fêmea, etapa essencial antes da penetração nas células do cumulus e na zona pelúcida. 

 

Conclusão 

 

A inclusão de 0,1006 mg/mL de ácido ascórbico no diluidor TRIS-Gema melhorou a integridade 
acrossomal durante o processo de criopreservação, podendo ser uma alternativa na composição dos 
diluidores seminais de caprinos. 
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