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Resumo 

 
MILAN, B. Efeito antioxidante da cúrcuma adicionada ao sêmen equino refrigerado. 2020. 

Dissertação - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Federal de Mato 

Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2020. 

 

A refrigeração do sêmen equino é uma técnica que tem sido bastante utilizada pelos criadores, 
pois acelera o melhoramento genético independente da distância do garanhão. A refrigeração 
do sêmen tem como objetivo reduzir o metabolismo espermático, e preservar o máximo de 
células, porém uma das consequências desse armazenamento é o aumento da produção de 
espécies reativas do oxigênio (ROS). Os antioxidantes são substâncias responsáveis pela 
proteção das células contra os efeitos deletérios causados pelas ROS. Quando há perda de 
equilíbrio entre ROS e antioxidante ocorre o estresse oxidativo, que resulta em lesões na 
membrana plasmática e até no DNA. A adição de antioxidante ao diluidor de refrigeração, pode 
promover proteção às células, diminuindo os danos causados pelas ROS. Sendo assim, o 
objetivo foi avaliar o efeito da adição da cúrcuma ao diluidor de refrigeração, sob diferentes 
variáveis cinéticas espermática, tais como, motilidade total e motilidade progressiva e eficácia 
na prevenção contra danos causados pelas (ROS), frente a membrana plasmática e acrossomal, 
fluidez da membrana e peroxidação lipídica, no espermatozoide equino quando submetido à 
refrigeração por 72 horas. Foram utilizados quatro ejaculados, de cinco garanhões adultos de 
fertilidade comprovada, submetendo-os aos seguintes tratamentos: controle (diluente de 
refrigeração), cúrcuma 0,0005 mM (CUR1), cúrcuma 0,005 mM (CUR2) e cúrcuma 0,05 mM 
(CUR3). Nas análises de motilidade total e motilidade progressiva o grupo CUR1 apresentou 
39,7 ± 3,6% e 27,2 ± 2,9% após 48 horas de refrigeração e 28,7 ± 3,1% e 19,5 ± 1,6% após 72 
horas de refrigeração, sendo significativamente superior quando comparado aos demais grupos 
(p<0,05). Quanto a integridade da membrana plasmática e acrossomal, a CUR1 apresentou 
valores superiores ao controle e CUR3, não diferindo da CUR2, em todos os momentos de 
refrigeração (p<0,05). Foi possível concluir que adição de cúrcuma na concentração de 0,0005 
mM (CUR1) ao diluente de refrigeração é capaz de preservar a motilidade total, a motilidade 
progressiva e integridade da membrana plasmática e acrossomal do espermatozoide equino 
submetido à refrigeração. 
 

Palavras-Chave: açafrão, espermatozoide, garanhão, motilidade 

 

  



ABSTRACT 
 

MILAN, B. Antioxidant effect of curcumin added to cooled equine semen. 2020. Dissertação - 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, 

Campo Grande, MS, 2020. 

 
The cooling of equine semen is a technique that has been widely used by breeders, accelerating 
genetic improvement regardless of the distance of the stallion. Cooling of equine semen aims 
to reduce sperm metabolism, trying to preserve the maximum number of cells, but one of the 
consequences of this storage is the increase production of reactive oxygen species (ROS). 
Antioxidants are substances responsible for protecting cells against the harmful effects caused 
by ROS, when there is a loss of balance between ROS and antioxidant oxidative stress occurs, 
causing damage to the plasm membrane and even DNA. The addition of antioxidants to the 
cooling extender can promote cell protection, reducing the damage caused by ROS. Therefore, 
the objective of this work was to evaluate the effect of adding curcumin to the cooling extender, 
under different kinematic sperm variables, such as total motility and progressive motility and 
effectiveness in damage prevention caused by (ROS), against the plasma membrane and 
acrosomal, membrane fluidity and lipid peroxidation, in equine sperm when subjected to 
refrigeration for 72 hours. Four ejaculates from five adult stallions and with proven fertility 
were used, subjecting them to the following treatments: control (cooling extender), curcumin 
0,0005 mM (CUR1), curcumin 0,005 mM (CUR2) e curcumin 0,05 mM (CUR3). In the 
analysis of total motility and progressive motility, the CUR1 group presented 39,7 ± 3,6% e 
27,2 ± 2,9% in 48 hours of cooled and 28,7 ± 3,1% e 19,5 ± 1,6% in 72 hours of cooled, being 
significantly higher when compared to the other groups (p<0,05). As for the integrity of the 
plasma and acrosomal membrane, the CUR1 exhibits higher values than the control and CUR3, 
not differing from the CUR2, at all times of refrigeration. It was concluded that the addition of 
curcumin at a concentration of 0,0005 mM (CUR1) to the semen extender is able to preserve 
the total motility, progressive motility and the integrity of the plasma and acrosomal membrane 
of the equine sperm submitted to cooling. 
 

Keywords: motility, spermatozoa, stallion, turmeric  
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CAPÍTULO 1 1 

 2 

1 INTRODUÇÃO 3 

 4 

O Brasil possui o maior rebanho de equinos da América Latina e o terceiro do 5 

mundo, somando aos muares e asininos são 8 milhões de cabeças, e a renda gerada pelo 6 

Complexo do Agronegócio do Cavalo no Brasil movimenta 16 bilhões de reais, além de 7 

empregar mais de 3 milhões de pessoas direta e indiretamente (MAPA, 2016). 8 

Na equideocultura, a técnica de inseminação artificial (IA) com o sêmen 9 

refrigerado oferece inúmeras vantagens quando comparado a monta natural (MN), tal 10 

como, melhor aproveitamento de garanhões, diminuição de acidentes e transmissão de 11 

doenças (Brinsko et al., 2011). O Brasil é o segundo país do mundo que mais utiliza essa 12 

técnica, perdendo somente para os Estados Unidos (Papa et al., 2005; Loomis, 2006). 13 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) são moléculas resultantes do metabolismo 14 

oxidativo. Em condições normais do metabolismo aeróbico o oxigênio molecular sofre 15 

redução tetravalente, aceitando quatro elétrons e tendo como produto final a molécula de 16 

H2O (Maia e Bicudo, 2009). Possuem funções deletérias ou fisiológicas, dependendo da 17 

sua concentração, e essa regulação ocorre através do sistema antioxidante presente 18 

principalmente no plasma seminal (Agarwal et al., 2006). Processos de manipulação, 19 

refrigeração e armazenamento do sêmen podem aumentar a produção de ROS (Aurich et 20 

al., 1997). 21 

A peroxidação lipídica (LPO) nada mais é do que a degradação dos lipídios poli-22 

insaturados (Nordberg e Arnér, 2001), que ocorre como consequência do estresse 23 

oxidativo, decorrente do desequilíbrio ROS e antioxidante (Barbosa et al., 2010). 24 

Os antioxidantes são substâncias responsáveis pela proteção das células contra os 25 

efeitos deletérios causados pelas ROS, sendo encontrados em altas concentrações no 26 

plasma seminal. Realizam essa proteção convertendo essas moléculas em H2O (Nordberg 27 

e Arnér, 2001; Maia e Bicudo, 2009; Andrade et al., 2010). 28 

Estudos foram realizados para mostrar a melhoria na motilidade e na viabilidade 29 

dos espermatozóides bovinos e equinos quando adicionado antioxidante no seu diluidor 30 

(Bilodeau et al., 2002; Baumber et al., 2002; Jekins et al., 2011; Nogueira et al., 2015; 31 

Sampaio et al., 2018; Aparnak e Saberivand, 2019). 32 
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A presente revisão tem como objetivo abordar os fatores relacionados à refrigeração do 33 

sêmen equino, os mecanismos que ocasionam a geração de ROS, seus efeitos e os 34 

mecanismos de defesa com a adição de antioxidantes ao diluidor. 35 

 36 

 37 

2 REVISÃO DE LITERATURA 38 

 39 

2.1 Refrigeração do Sêmen Equino 40 

A IA oferece grandes vantagens quando comparada com a MN. O fracionamento 41 

do ejaculado em várias doses inseminantes permite utilizá-lo de forma mais eficiente, 42 

além de possibilitar uma avaliação minuciosa da qualidade do sêmen antes da 43 

inseminação, podendo ser detectados precocemente problemas relacionados a fertilidade. 44 

Além de reduzir os riscos da transmissão de doenças entre animais. As desvantagens são 45 

relacionadas as modificações que o sêmen pode sofrer, pois é sensível ao meio ambiente 46 

(Brinsko et al., 2011). 47 

A refrigeração de sêmen equino é uma técnica que tem sido utilizada há muitos 48 

anos (Aurich, 2008), é uma biotecnologia capaz de armazenar o sêmen por horas ou até 49 

mesmo dias, sem afetar significativamente a taxa de prenhez (Brinsko et al., 2011), 50 

considerada uma ferramenta importante no mercado do cavalo, pois permite  acesso a 51 

garanhões superiores mesmo a longas distâncias (Brasileiro et al., 2019). 52 

Para melhores índices reprodutivos, o sêmen refrigerado deve ser transportado por 53 

um período de 24 a 48 horas, pois após esse período as taxas de prenhezes diminuem 54 

drasticamente (Jasko et al., 1992). Cuidados com a refrigeração do sêmen devem ser 55 

tomados, pois esse processo pode causar lesões celulares causadas na curva de 56 

refrigeração rápida do espermatozoide “choque frio” (Graham, 2011).  57 

Em experimento realizado por Moran et al. (1992) foi observado que a 58 

temperatura em que o espermatozoide equino é mais susceptível ao “choque frio” 59 

induzido pelo rápido resfriamento é entre 19 a 8°C. Kayser et al. (1992) observaram que 60 

o espermatozoide equino pode ser resfriado rapidamente na faixa de 37 a 20°C, porém 61 

deve ser resfriado numa taxa de ≤ -0,1°C/minuto de preferência -0,05°C/minuto de 20 a 62 

5°C para manter o máximo de espermatozoides vivos a 5°C. Essa mesma taxa de 63 

refrigeração foi encontrada por Moran et al. (1992) onde observaram que o 64 

espermatozoide pode ser resfriado rapidamente (-0,7°C/minuto) de 37 a 19°C sem sofrer 65 
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lesões, porém, durante o período sensível ao “choque frio” deve-se ter uma curva lenta (-66 

0,05°C/minuto) para prevenir a motilidade do espermatozoide, após 8°C pode voltar para 67 

curva rápida até temperatura final de armazenamento. Province et al. (1985) também 68 

analisaram a taxa de refrigeração -1,0, -0,5, e -0,2°C/minuto, e observaram que imergir 69 

diretamente em água a 5°C causa redução significativa na motilidade espermática, tendo 70 

que ser respeitada a taxa de refrigeração lenta. Douglas-Hamilton et al. (1984) 71 

perceberam que taxas de refrigeração > -1,0°C/minuto aumentam os efeitos deletérios a 72 

motilidade espermática e a integridade estrutural do espermatozoide quando comparada 73 

a taxa de refrigeração < -0,33°C/minuto. 74 

Em relação a temperatura de armazenamento Moran et al. (1992) observaram que 75 

quando armazenado a uma temperatura de 4 a 6°C o sêmen obteve qualidade superior, 76 

comparado aos submetidos a temperatura de 0 a 2°C, temperaturas iguais às encontradas 77 

por Douglas-Hamilton et al. (1984) onde preservaram o sêmen a temperatura de 4 a 6°C 78 

por mais de 36 horas. Kayser et al. (1992) perceberam melhor qualidade na motilidade 79 

espermática no sêmen armazenado a 5°C que foi resfriado lentamente após 20°C, quando 80 

comparado ao sêmen armazenado a 20°C. Porém alguns autores, como Batellier et al. 81 

(2001), encontraram melhores resultados quando o sêmen foi armazenado a 15°C, assim 82 

como Province et al. (1985) onde testaram temperaturas de armazenamento de 20, 15, 10 83 

e 5°C e obteve-se melhor resultado na motilidade espermática no armazenamento em 84 

temperaturas entre 20 e 15°C. Essa diferença entre melhor temperatura para 85 

armazenamento pode ter relação com a taxa de refrigeração (Kayser et al., 1992). 86 

Vários diluidores a base de leite foram desenvolvidos para manter o sêmen 87 

refrigerado por um período de 24 a 48 horas. Esses diluidores são fundamentais para o 88 

controle de pH e osmolaridade, assim como suplementação energética para o 89 

espermatozoide (Aurich, 2005), além disso, fornecem tratamento com antibióticos, 90 

diminuindo a chance de transmissão de patógenos, protegendo contra substâncias tóxicas 91 

produzidas no armazenamento e atuando como estabilizador para preservação de 92 

membrana plasmática (Pickett e Amann, 1987; Brinsko et al., 2011).  A concentração 93 

ideal para o transporte de sêmen refrigerado deve ser entre 25 a 50 milhões sptz/mL 94 

(Rigby et al., 2001). Varner et al. (1987) encontraram que a melhor concentração para 95 

manter a motilidade do sêmen é de 25 milhões sptz/mL, e observaram que excesso de 96 

diluidor pode reduzir a viabilidade do espermatozoide. Porém, segundo Hayden et al. 97 

(2015) o sêmen diluído em 2,5 milhões sptz/mL apresentou menores valores de 98 

movimento espermático e integridade da membrana plasmática inicialmente, mas não 99 
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apresentou declínio contínuo quando armazenado refrigerado, sugerindo que o “efeito de 100 

diluição” não altera a qualidade espermática. Segundo Pickett et al. (1975), no processo 101 

de armazenamento de sêmen refrigerado, uma alta concentração de plasma seminal pode 102 

ser deletério ao espermatozoide. 103 

Segundo Brinsko et al. (2000b) para os garanhões considerados “maus 104 

refrigeradores” é recomendado a retirada do plasma seminal para o armazenamento. O 105 

plasma seminal não é o meio ideal para preservação dos espermatozoides (Squires et al., 106 

1999). Jasko et al. (1992) mostraram que a quantidade de plasma seminal é importante 107 

para manutenção da motilidade e fertilidade do sêmen equino refrigerado, já que em 108 

grandes concentrações ou sua total remoção é deletério para as células. Essa importância 109 

do plasma seminal na manutenção da motilidade está por conta da constituição do mesmo, 110 

onde encontra-se os antioxidantes, que são responsáveis pelo controle contra as ROS 111 

(Aitken, 1995; Guasti et al., 2012). 112 

Para a refrigeração do sêmen equino o método mais utilizado é a refrigeração 113 

passiva realizada através de contêineres, sendo o Equitainer® o primeiro a ser fabricado 114 

por Douglas-Hamilton et al. (1984). Os contêineres mais utilizados atualmente no Brasil 115 

são o Max-Sêmen® e a Botu-Flex®, onde pode-se armazenar o sêmen por 24 horas a 15°C 116 

com um gelo reciclável, ou por 48 horas a 5°C com dois gelos reciclável (Papa et al., 117 

2011). 118 

 119 

2.2 Radicais Livres 120 

Os radicais livres são átomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons 121 

desemparelhados na última camada (Halliwell e Gutteridge, 1990), sendo assim são 122 

altamente reativos, buscando sempre estabilidade ligando-se a outro elétron. Os radicais 123 

livres são oriundos das reações de óxido-redução, ou cedem o elétron desemparelhado, 124 

oxidando-se, ou recebem outro elétron, reduzindo-se (Ferreira e Matsubara, 1997). 125 

Na maioria das vezes a origem dos radicais livres são derivadas do metabolismo 126 

do oxigênio e receberam a denominação de espécies reativas do metabolismo do oxigênio, 127 

sendo mais utilizada como ROS (Ferreira e Matsubara, 1997). 128 

A principal fonte da produção de radicais livres é a mitocôndria, através da cadeia 129 

de transporte de elétrons (Green et al., 2004), essa produção pode ser favorecida na 130 

presença de íons ferro e cobre (Koury e Donangelo, 2003; Maia e Bicudo, 2009). 131 

 132 
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2.3 Espécies Reativas de Oxigênio 133 

As espécies reativas do oxigênio (ROS), são todos os radicais e não radicais 134 

derivados do oxigênio (Ferreira e Matsubara, 1997; Andrade et al., 2010). As ROS 135 

possuem funções deletérias ou fisiológicas, dependendo da sua concentração, e essa 136 

regulação ocorre devido ao sistema antioxidante presente no plasma seminal (Agarwal et 137 

al., 2006). Em concentrações ideais algumas ROS como o ânion superóxido e o peróxido 138 

de hidrogênio são essenciais para que ocorra a hiperativação da motilidade, capacitação 139 

espermática, reação acrossomal e fusão espermo-oócitariano humano, bovino e equino 140 

(Villegas et al.; 2003; O’Flaherty et al., 2003; Baumber et al., 2003), porém em elevadas 141 

concentrações podem resultar na peroxidação lipídica, desnaturação do DNA e apoptose 142 

dos espermatozoides (Kothari et al., 2010). 143 

Quando há perda do equilíbrio ROS-antioxidante, ocorre o estresse oxidativo 144 

(Barbosa et al., 2010) que pode ocorrer devido ao armazenamento seminal. Porém a 145 

suplementação in vitro de antioxidantes aos meios de refrigeração e congelação pode 146 

ajudar a proteger o espermatozoide contra essa ação (Maia & Bicudo, 2009). 147 

As ROS são moléculas resultantes do metabolismo oxidativo. Em condições 148 

normais do metabolismo aeróbico o oxigênio molecular sofre redução tetravalente, 149 

aceitando quatro elétrons e tendo como produto final a molécula de H2O (Figura 1; Maia 150 

e Bicudo, 2009). 151 

 152 

 153 
Figura 1. Redução tetravalente do oxigênio molecular que ocorre na mitocôndria, mostrando a geração das 154 
ROS ânion superóxido (O2

-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH-), produzindo no final, 155 
a água (H2O). Fonte: Nordberg e Arnér (2001) 156 

 157 

 Durante esse processo de redução são geradas as principais ROS dentre elas o 158 

ânion superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH-), até 159 

a produção final da molécula de água (H2O; Nordberg e Arnér, 2001). 160 

 161 

2.3.1 Ânion superóxido 162 
 O ânion superóxido (O2¯) é um radical livre pouco reativo, formado a partir do 163 

oxigênio molecular. É formado pela cadeia respiratória na membrana mitocondrial, sendo 164 
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a primeira redução do oxigênio. Por ser pouco reativa essa ROS não possui a capacidade 165 

de penetração pela membrana lipídica, agindo assim no lugar onde é produzida.  Participa 166 

na formação do peróxido de hidrogênio pela ação da enzima superóxido dismutase 167 

(Halliwell e Gutteridge, 1990; Nordberg e Arnér, 2001; Maia e Bicudo, 2009). 168 

 169 

2.3.2 Peróxido de hidrogênio 170 
 O peróxido de hidrogênio (H2O2) não é considerado um radical livre, pois não 171 

possui nenhum elétron desemparelhado na última camada, porém é capaz de passar pelas 172 

membranas biológicas sendo deletério para as células, sua toxicidade por ser muito 173 

aumentada na presença de ferro. Participa da reação que dá origem ao radical hidroxila 174 

(OH-; Halliwell e Gutteridge, 1990; Ferreira e Matsubara, 1997; Nordberg e Arnér, 2001; 175 

Maia e Bicudo, 2009). 176 

 177 

2.3.3 Radical hidroxila 178 
O radical hidroxila (OH-) é formado a partir do peróxido de hidrogênio pela reação 179 

de Fenton, onde os íons ferro (Fe++) ou cobre (Cu+) são os catalisadores. É o radical livre 180 

mais reativo, desencadeador da peroxidação lipídica. (Halliwell e Gutteridge, 1990; 181 

Ferreira e Matsubara, 1997; Nordberg e Arnér, 2001; Maia e Bicudo, 2009). 182 

 183 

2.4 Peroxidação Lipídica 184 

A peroxidação lipídica (LPO) nada mais é do que a degradação dos lipídios poli-185 

insaturados, ou seja, que possuem duas ou mais duplas ligações de carbonos. São alvos 186 

fáceis ao ataque dos radicais livres, pois possuem altas concentrações de ácidos graxos 187 

insaturados (Jones et al., 1979; Halliwell e Gutteridge, 1990; Nordberg e Arnér, 2001). 188 

A cascata da peroxidação lipídica é iniciada quando as ROS atacam os ácidos 189 

graxos poli-insaturados (PUFA) da membrana plasmática do espermatozoide, essas 190 

células são sensíveis a esses ataques pois possuem altas concentrações de ácidos graxos 191 

insaturados (Jones et al., 1979). Com todas as lesões causadas na membrana plasmática, 192 

a peroxidação lipídica pode também afetar e causar danos ao DNA, reduzindo o potencial 193 

fecundante (Baumber et al., 2003; Dobrakowski et al., 2017). 194 

A LPO altera a estrutura e a permeabilidade da membrana plasmática (Mello Filho 195 

et al., 1984), ocasionando a perda na seletividade na troca iônica, e a formação de 196 

produtos citotóxicos, como por exemplo o malonaldeído (Hershko, 1989). 197 
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O processo de peroxidação lipídica é dividido em três etapas. Iniciação, o radical 198 

hidroxila sequestra o hidrogênio do ácido graxo poli-insaturados formando um radical 199 

lipídico. Propagação, o radical lipídico reage com oxigênio resultando o radical peroxila, 200 

que rapidamente sequestra outro hidrogênio do ácido graxo poi-insaturado resultando em 201 

radical lipídico. E por último a terminação, o radical lipídico e o radical peroxila se 202 

propagam e destroem a si próprios (Ferreira e Matsubara, 1997; Agarwal et al., 2014). 203 

O radical hidroxila é a ROS que inicia o processo de peroxidação lipídica, sendo 204 

assim a mais importante. O íon de ferro, no entanto também pode ser fundamental para a 205 

iniciação deste processo, já que pode ser um catalisador na peroxidação lipídica (Ferreira 206 

e Matsubara, 1997; Benedet e Shibamoto, 2008; Agarwal et al., 2014). 207 

Os métodos para avaliar a peroxidação lipídica são o TBARS, onde faz a detecção 208 

de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico, no caso o malonaldeído, ou através do 209 

citômetro de fluxo com utilização do BODIPY®, uma sonda fluorescente lipofílica, que é 210 

um análogo dos ácidos graxos poli-insaturados (Maia e Bicudo, 2009; Domínguez-211 

Rebolledo et al., 2010). 212 

2.5 Efeito da refrigeração 213 

A função da refrigeração do sêmen equino é realizar a diminuição do metabolismo 214 

espermático, preservando assim o sêmen por longos períodos. Logo após a coleta o 215 

espermatozoide utiliza o máximo da sua atividade metabólica, e a não refrigeração faz 216 

com que ocorra aumento da peroxidação lipídica reduzindo sua vida útil (Amann e 217 

Graham, 2011).  218 

Segundo Squires et al (1999) o metabolismo do espermatozoide é reduzido em 219 

50% a cada 10°C de redução de temperatura. Então o sêmen armazenado a 15°C utiliza 220 

em média 25% do seu metabolismo, enquanto que armazenado a 5°C tem uma redução 221 

deste gasto para 10 a 8%. 222 

Os espermatozoides são inteiramente cercados pela membrana plasmática, que 223 

não tem a função somente de proteger as organelas, mas também desempenha papeis 224 

vitais para a função espermática. Além de ser uma barreira física aos riscos ambientais, a 225 

membrana plasmática é fundamental na ligação temporária do espermatozoide ao epitélio 226 

do oviduto, na ligação com a zona pelúcida, responsável pela reação do acrossoma e fusão 227 

com o oócito durante a fertilização (Colenbrander e Stout, 2011). 228 

A membrana plasmática do espermatozoide equino é composta por uma bicamada 229 

lipídica, onde possui uma parte hidrofóbica que é direcionada internamente e uma parte 230 
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hidrofílica, direcionado externamente, além disso faz parte da sua composição 231 

carboidratos e proteínas (Amann e Graham, 2011). 232 

Essa bicamada lipídica apresenta ser uma estrutura dotada de fluidez e, devido aos 233 

seus componentes a membrana pode se movimentar lateralmente com liberdade. Alguns 234 

fatores podem influenciar na sua organização (Quinn, 1989) a capacitação espermática, 235 

reação do acrossomo (Flesch e Gadella, 2000), ou também devido ao estresse térmico que 236 

pode resultar em ruptura da membrana, ou alteração da função (Squires et al., 1999). A 237 

diminuição da temperatura faz com que os lipídeos da membrana plasmática passem pela 238 

transição de fase do estado líquido para o estado gel (Graham, 2011). 239 

Lesões ocorridas na membrana plasmática devido ao choque térmico no momento 240 

da refrigeração apresenta certas características, como motilidade anormal, movimentos 241 

circulares fechados (Pickett e Amann, 1987). A queda de motilidade pode estar também 242 

associada a disfunção mitocondrial, já que a motilidade depende da produção de energia 243 

que é feita através da mitocôndria (Aurich, 2005). 244 

Outro fator que influencia diretamente na qualidade e características do sêmen 245 

equino no processo de refrigeração é a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), 246 

sendo ela uma produção fisiológica e patológica, onde nos processos de manipulação, 247 

refrigeração e armazenamento do sêmen, podem ser aumentadas (Aurich et al., 1997). 248 

Castro et al. (2016) verificaram um aumento significativo de ROS quando o 249 

espermatozoide equino é exposto a temperaturas de refrigeração, devido ao fato de a 250 

célula não possuir quantidade suficiente de antioxidante para manter o equilíbrio ROS e 251 

antioxidante. O desequilíbrio dos mesmos desencadeia o estresse oxidativo (Barbosa et 252 

al., 2010), podendo gerar a peroxidação dos lipídeos da membrana plasmática, com isso 253 

danificando a sua integridade, comprometendo a motilidade e até mesmo a fertilidade da 254 

célula espermática (Graham, 2011).   255 

Recentemente estudos realizados com a adição de antioxidantes não enzimáticos 256 

no processo de refrigeração e criopreservação de sêmen equino, mostrou melhoras na 257 

questão de motilidade total, motilidade progressiva, integridade de membrana e 258 

diminuição dos níveis de peroxidação lipídica (Contreras et al., 2019; Aparnak e 259 

Saberivand, 2019). 260 

 261 
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2.6 Metabolismo Espermático  262 

Os espermatozoides são células especificas que possuem como objetivo a 263 

fertilização do ovócito. Para tal função é necessário geração de energia por meio de ATP, 264 

para que assim a célula tenha energia suficiente para sua motilidade (Squires et al., 1999). 265 

A motilidade é de extrema importância para o espermatozoide, já que é com ela que ele 266 

consegue percorrer o trato genital feminino e alcança o seu destino (Turner, 2003). Além 267 

de necessitar de energia para sua motilidade os espermatozoides necessitam de energia 268 

para alguns processos fisiológicos como a hiperativação, reação do acrossoma e fusão 269 

com o ovócito (Flesch e Gadella, 2000).  270 

As vias utilizadas pelo espermatozoide para a síntese de energia são as vias 271 

glicolítica e a fosforilação oxidativa (OXPHOS). A glicólise ocorre nas fibras externas 272 

densas do flagelo, enquanto a OXPHOS ocorre exclusivamente na mitocôndria (Volpe et 273 

al., 2009; Ferramosca e Zara, 2014), que estão localizadas somente na peça intermediária 274 

do espermatozoide (Peña et al., 2009). O espermatozoide também consegue metabolizar 275 

glicose e frutose, além disso alguns ácidos graxos e aminoácidos podem ser 276 

metabolizados para gerar ATP (Amann e Graham, 2011).  277 

O espermatozoide equino consegue realizar a produção de ATP tanto pela via 278 

aeróbica, quanto pela via anaeróbica (Varner e Johnson, 2011), sendo que a fonte primária 279 

de ATP é através da via aeróbica, por meio da OXPHOS (Gibb et al., 2014). Através da 280 

via anaeróbica o espermatozoide utiliza a glicose, que deve sofrer fosforilação e ser 281 

transformado em glicose 6 fosfato pela enzima fosfohexoisomerase. A glicose 6 fosfato 282 

entra no metabolismo glicolítico resultando em dois piruvatos e quatro moléculas de ATP 283 

(Peña et al., 2009; Amann e Graham, 2011). O piruvato resultante do metabolismo 284 

anaeróbico pode ser transformado em lactato através de uma redução, realizada pela 285 

enzima lactato desidrogenase (LDH), essa reação em condições anaeróbicas regenera o 286 

NAD+ necessário para a glicólise. Esses substratos (piruvato e lactato), são carregados 287 

para dentro da mitocôndria, para sofrerem outras metabolizações. Pela presença dentro 288 

da mitocôndria de uma nova forma de lactato desidrogenase é possível a conversão de 289 

lactato em piruvato novamente (Ferramosca e Zara, 2014). O piruvato transportado para 290 

dentro da mitocôndria ou transformado pelo lactato é convertido em acetil-CoA, 291 

participando do ciclo de Krebs, que gera a nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) 292 

e flavina adenina dinucleotídio (FADH2) além de 36 moléculas de ATP, no processo de 293 

OXPHOS essas moléculas (NADH e FADH2) doam elétrons para a primeira proteína 294 

mitocondrial, chamada de complexo I. Os elétrons percorrem toda a crista através dos 295 
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complexos II, III e IV sendo transferido para uma molécula de oxigênio (O2), ocasionando 296 

a formação da primeira ROS, o ânion superóxido (O2
-), com oxidação da NADH é gerado 297 

prótons de hidrogênio (H+). O próton gerado é aproveitado pela enzima ATP sintase no 298 

complexo V da mitocôndria, produzindo ATP (Green et al., 2004; Varner e Johnson, 299 

2011; Ferramosca e Zara, 2014). 300 

 301 

2.7 Sistema de Defesa Antioxidante  302 

Os antioxidantes são substâncias responsáveis pela proteção das células contra os 303 

efeitos deletérios causados pelas ROS. Realizam essa proteção convertendo essas 304 

moléculas em H2O (Nordberg e Arnér, 2001; Andrade et al., 2010). 305 

O plasma seminal possui esse sistema de defesa para proteger o espermatozoide 306 

contra a ação deletéria das ROS. Os agentes antioxidantes podem ser enzimáticos, 307 

conhecidos também como agentes naturais, onde são o primeiro grupo a agir tentando 308 

neutralizar o efeito das ROS. Faz parte desse grupo a superóxido dismutase, a catalase e 309 

a glutationa peroxidase. Possui também o grupo não enzimáticos, compostos com baixo 310 

peso molecular, e faz parte desse grupo a vitamina C, vitamina A, alfa-tocoferol, 311 

melatonina, bilirrubina, poliaminas, dentre outros. Essa defesa pode atuar tanto na 312 

remoção dos agentes causadores de lesão antes dela ocorrer ou reparando a lesão já 313 

causada. A cúrcuma tem sido estudada para avaliar seu potencial antioxidante (Halliwell 314 

& Gutteridge, 1990; Andrade et al., 2010; Luz et al., 2011; Mirończuk-Chodakowska et 315 

al., 2018; Borges et al., 2019). 316 

 317 

2.7.1 Curcuma longa Linn 318 
A Curcuma longa L. é originária da Índia, é considerada uma planta perene que 319 

pertence à família das Zingiberaceae, do gênero Curcuma L. (Prabhakaran, 2013). É 320 

conhecida no Brasil por diversos nomes, dentre eles o açafrão, açafrão da terra, gengibre 321 

amarela, raiz de sol. Possui tonalidade amarela, e é utilizada na culinária e na medicina 322 

popular (Marchi et al., 2016). 323 

A cúrcuma é um composto polifenólico, que possui função antioxidante, anti-324 

inflamatória, antiapoptótica, anticancerígena e antitóxica (Goa et al., 2004). Vários 325 

estudos vêm sendo realizados mostrando a ação da cúrcuma contra os danos produzidos 326 

pelas ROS, sua elevada eficiência na criopreservação e sua atividade antioxidante, 327 
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prevenindo contra o choque térmico e o estresse oxidativo (Kunchandy & Rao, 1990; 328 

Kanitkar e Bhonde, 2008; Bucak et al., 2012; Shah et al., 2016; Zhang et al., 2017). 329 

O mecanismo antioxidante da cúrcuma ocorre devido a sua estrutura, composta 330 

de dois fenóis metoxilados e uma forma enol de β-dicetona (Figura 2), que são 331 

responsáveis pela captura dos radicais livres, inibindo assim a geração de ROS tanto in 332 

vitro como in vivo (Masuda et al., 2001; Joe e Lokesh, 1994). 333 

 334 

 335 
                  Figura 2 - Estrutura química da Curcuma longa Linn. Fonte : Antunes, M.G.L. (2010) 336 

 Bucak et al. (2010) demonstraram que a adição de cúrcuma em diluente de 337 

congelação de sêmen caprino apresentou uma maior motilidade e atividade da enzima 338 

superóxido dismutase quando comparado com o grupo controle. Jayaprakasha et al. 339 

(2006) mostraram que a cúrcuma foi oito vezes mais eficiente do que a vitamina E na 340 

eliminação de radicais livres, inibindo assim a formação das ROS. Em outro experimento 341 

foi demonstrado que a cúrcuma possui efeitos protetores contra o choque térmico e 342 

estresse oxidativo, inibindo a peroxidação lipídica (Sreejayan e Rao, 1994). 343 

 344 

 345 

 346 

3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 347 

 348 

 Diante do exposto, pode-se perceber que as ROS possuem seu papel positivo nos 349 

processos fisiológicos, como hiperativação da motilidade, capacitação espermática, 350 

reação acrossomal e fusão espermo-oócitariano. Os antioxidantes são fundamentais para 351 

manter o equilíbrio das ROS. Porém, quando esse sistema de defesa não consegue suprir 352 

a necessidade ocorre o estresse oxidativo, que tem como consequência a peroxidação 353 

lipídica  na membrana plasmática, processo esse que é altamente deletério para os 354 

espermatozoides. As técnicas de armazenamento de sêmen ainda causam muitos danos 355 

para as células, pois esses processos aumentam a produção de ROS. Para minimizar esses 356 
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efeitos e melhorar a qualidade seminal nos processos de armazenamento de sêmen, 357 

estudos estão sendo realizados com a adição de agentes antioxidantes no diluidor, para 358 

avaliar os efeitos nos processos de refrigeração e criopreservação. 359 

 360 
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 615 

Resumo: O objetivo  foi avaliar a adição da cúrcuma ao diluente de refrigeração, para 616 

análise das variáveis cinéticas, motilidade total e progressiva e eficácia na prevenção 617 

contra danos causados pelas espécies reativas de oxigênio (ROS), no espermatozoide 618 

equino, quando submetido à refrigeração por 72 horas a 5°C. Foram utilizados quatro 619 

ejaculados, de cinco garanhões adultos e com fertilidade comprovada, submetendo-os aos 620 

seguintes tratamentos: controle (diluente de refrigeração), cúrcuma 0,0005 mM (CUR1), 621 

cúrcuma 0,005 mM (CUR2) e cúrcuma 0,05 mM (CUR3). Nas análises de motilidade 622 

total e motilidade progressiva o grupo CUR1 apresentou 39,7 ± 3,6% e 27,2 ± 2,9% em 623 

48 horas de refrigeração e 28,7 ± 3,1% e 19,5 ± 1,6% em 72 horas de refrigeração, sendo 624 

significativamente superior quando comparado aos demais grupos (p<0,05). Quanto a 625 

integridade da membrana plasmática e acrossomal, a CUR1 apresentou valores superiores 626 

ao controle e CUR3, não diferindo da CUR2, em todos os momentos de refrigeração 627 

(p<0,05). Aadição de cúrcuma na concentração de 0,0005 mM (CUR1) ao diluente de 628 

sêmen é capaz de preservar a motilidade total, motilidade progressiva, e a integridade da 629 

membrana plasmática e acrossomal do espermatozoide equino submetido a refrigeração 630 

por 72 horas a 5°C. 631 

 632 

Palavras-Chave: açafrão, espermatozoide, garanhão, motilidade 633 

 634 



 33 
 

EFFECT OF CURCUMIN ADDITION TO COOLED EQUINE SEME FOR 72 635 

HOURS 636 

 637 

Abstract: The objective was to evaluate the addition of curcumin to the cooling extender 638 

to analyze of kinetic variables, total and progressive motility and effectiveness in damage 639 

prevention caused by reactive oxygen species (ROS), in equine sperm when subjected to 640 

refrigeration for 72 hours at 5°C. Four ejaculates from five adult stallions and with proven 641 

fertility were used, subjecting them to the following treatments: control (cooling 642 

extender), curcumin 0,0005 mM (CUR1), curcumin 0,005 mM (CUR2) e curcumin 0,05 643 

mM (CUR3). In the analysis of total motility and progressive motility, the CUR1 group 644 

presented 39,7 ± 3,6% e 27,2 ± 2,9% in 48 hours of cooled and 28,7 ± 3,1% e 19,5 ± 1,6% 645 

in 72 hours of cooled, being significantly higher when compared to the other groups 646 

(p<0,05). As for the integrity of the plasma and acrosomal membrane, CUR1 exhibits 647 

higher values than the control and CUR3, not differing from the CUR2, at all times of 648 

refrigeration (p<0,05). The addition of curcumin at a concentration of 0,0005 mM 649 

(CUR1) to the semen extender is able to preserve the total motility, progressive motility, 650 

as well as the integrity of the plasma and acrosomal membrane of the equine sperm 651 

submitted to refrigeration for 72 hours at 5°C. 652 

 653 

Keywords: motility, spermatozoa, stallion, turmeric 654 

 655 

 656 

INTRODUÇÃO 657 
 658 

A inseminação artificial é uma biotécnica praticada em todo o mundo, e o método 659 

mais utilizado na espécie equina é o sêmen resfriado. O país que mais realiza essa técnica 660 

são os Estados Unidos, seguido do Brasil (Loomis, 2006). A utilização da inseminação 661 

consegue acelerar o melhoramento genético, conseguindo obter produtos de reprodutores 662 

alojados em outros países ou até mesmo que já morreram, como no caso de sêmen 663 
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congelado, além de diminuir a transmissão de doenças venéreas e possibilitar que 664 

garanhões subférteis consigam deixar descendentes. (Mies Filho, 1987). 665 

As espécies reativas de oxigênio (ROS) são moléculas resultantes do metabolismo 666 

oxidativo mitocondrial. Quando há perda do equilíbrio ROS e antioxidante, ocorre o 667 

estresse oxidativo (Barbosa et al., 2010) que pode ocorrer devido ao armazenamento 668 

seminal,porém a suplementação in vitro de antioxidantes aos meios de refrigeração e 669 

congelação pode ajudar a proteger o espermatozoide contra essa ação (Maia & Bicudo, 670 

2009). 671 

Vários estudos foram realizados para  avaliara motilidade e a viabilidade dos 672 

espermatozóides bovinos e equinos quando foi adicionado um antioxidante não 673 

enzimático no seu diluidor (Bilodeau et al., 2002; Baumber et al., 2002; Nogueira et al., 674 

2015; Sampaio et al., 2018; Aparnak e Saberivand, 2019). 675 

Neste contexto, a Curcuma longa Linn. é considerado um composto polifenólico, 676 

que possui função antioxidante, anti-inflamatória, antiapoptótica, anticancerígena e 677 

antitóxica (Goa et al., 2004). Vários estudos vêm sendo realizados mostrando a ação da 678 

cúrcuma contra os danos produzidos pelas ROS e sua atividade antioxidante, prevenindo 679 

contra o choque térmico e o estresse oxidativo (Kunchandy & Rao, 1990; Kanitkar e 680 

Bhonde, 2008). 681 

Assim, diante do exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar a adição da 682 

cúrcuma ao diluente de refrigeração, para análise das variáveis cinéticas, motilidade total 683 

e progressiva e eficácia na prevenção contra danos causados pelas espécies reativas de 684 

oxigênio (ROS), no espermatozoide equino, quando submetido à refrigeração por 72 685 

horas a 5°C. 686 

 687 
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MATERIAIS E MÉTODOS 688 
 689 

O experimento foi realizado no Laboratório Multiusuário de Reprodução Animal 690 

da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Fundação Universidade Federal de 691 

Mato Grosso do Sul. Aprovado na Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) sob o 692 

número 913/2017. Foram utilizados quatro ejaculados de cinco garanhões adultos, todos 693 

com fertilidade comprovada, com idades entre 6 e 17 anos, pesando 400 a 500 Kg, 694 

alojados em propriedades próximas a Campo Grande/MS.  695 

As concentrações de antioxidantes utilizadas foram baseadas em outras espécies, 696 

já que não foram relatados trabalhos com esse antioxidante em equinos. Foi realizado um 697 

teste piloto com ejaculado de quatro animais, onde foram escolhidas as melhores 698 

concentrações para execução do trabalho. 699 

A cúrcuma (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) foi diluída em dimetilsulfóxido 700 

(DMSO) nas concentrações de 0; CUR1=0,0005; CUR2=0,005 e CUR3=0,05 mM, de 701 

forma que a concentração máxima de DMSO fosse de 0,1%, e adicionadas ao diluente de 702 

refrigeração (Botusêmen®, Botupharma, Botucatu, São Paulo, Brasil). Um grupo controle 703 

para esta concentração de DMSO puro também foi testado. 704 

 705 

COLHEITA DO SÊMEN 706 

Foram realizadas quatro colheitas de sêmen por garanhão (n=20), utilizando 707 

vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma®, Botucatu, São Paulo, Brasil), mantida 708 

a uma temperatura entre 42 e 45°C. As colheitas foram realizadas com o auxílio de uma 709 

fêmea em cio. As amostras de sêmen foram mantidas em banho-maria a 37°C e 710 

submetidas às análises das variáveis macroscópicas (volume, aspecto e cor) e 711 

microscópicas (motilidade subjetiva: 0-100%, vigor: 0-5 e concentração). Somente 712 

ejaculados com motilidade ≥ 60% e vigor ≥ 3 foram utilizados no experimento. Após as 713 
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análises diluiu-se uma alíquota contendo 800 x 106 espermatozoide em Botusêmen® 714 

(Botupharma, Botucatu, São Paulo, Brasil) para alcançar uma concentração de 50 x 106 715 

espermatozoides/mL. O sêmen foi transportado para o laboratório em uma Botu-Flex® a 716 

15°C (caixa de transporte, Botupharma, Botucatu, São Paulo, Brasil) utilizando apenas 717 

um gelo reciclável, em inervalo  ≤ 1 hora. 718 

 719 

PROCESSAMENTO DO SÊMEN  720 

O sêmen foi submetido à centrifugação a 600xg por 10 minutos para a remoção 721 

do plasma seminal. O sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspendido com diluente de 722 

refrigeração Botusêmen® (Botupharma, Botucatu, São Paulo, Brasil), a uma concentração 723 

de 50x106 espermatozoides/mL. O volume final foi dividido em quatro alíquotas contendo 724 

200 x 106 de espermatozoides, onde foram adicionados os tratamentos. 725 

As amostras foram estocadas na Botu-Flex® com dois gelos recicláveis para 726 

estabilização da temperatura a 5°C. O sêmen foi mantido sob a refrigeração por 72 horas. 727 

Em intervalos de 24 horas os gelos recicláveis foram substituídos e as amostras de sêmen 728 

retiradas para as análises laboratoriais. 729 

 730 

ANÁLISE DO SÊMEN  731 

As análises seminais foram realizadas em quatro momentos pré-refrigeração (M-732 

0), após 24 (M-24), 48 (M-48) e 72 (M-72) horas de refrigeração. Foram retirados 600 733 

µL de cada tratamento e mantidos em banho-maria por 10 minutos a 37°C. A seguir cada 734 

grupo experimental foi submetido às seguintes análises: cinética espermática ( Sperm 735 

Class Analyzer, SCA®, Microptic, Barcelona, Espanha), integridade de membrana 736 

plasmática e acrossomal, capacitação espermática e susceptibilidade à lipoperoxidação, 737 
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por citometria de fluxo (CitoFLEX®, Beckman Coulter, Brea, Califórnia, EUA), fazendo 738 

a contagem de pelo menos 10.000 eventos. 739 

 740 

CINÉTICA ESPERMÁTICA 741 

A cinética espermática foi avaliada de forma objetiva pelo sistema 742 

computadorizado CASA (Sperm Class Analyzer, SCA®, Microptic, Barcelona, Espanha). 743 

Para a avaliação da mesma, 5,0 µL de sêmen foram colocados na câmara de Makler® 744 

(Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel) previamente aquecida a 37°C. O aparelho foi 745 

calibrado conforme as recomendações do fabricante para análise de sêmen equino. Foram 746 

avaliados, aleatoriamente, no mínimo cinco campos por amostra. As variáveis de cinética 747 

espermática avaliados foram: motilidade total (MT) e motilidade progressiva (MP). 748 

 749 

CITOMETRIA DE FLUXO 750 

Para a avaliação espermática por citometria de fluxo foi utilizado o equipamento 751 

CytoFLEX® (Beckman Coulter, Pasadena, Califórnia, EUA) equipado com laser:  Violeta 752 

405 nm, azul 488 nm e vermelho 638 nm e 12 canais de detecção de fluorescência. Após 753 

a análise, os dados foram avaliados por programa do mesmo fabricante CytExpert 754 

Aquisition software. 755 

 756 

MEMBRANA PLASMÁTICA E ACROSSOMAL 757 

Para a avaliação de integridade de membrana plasmática e acrossomal foi utilizada 758 

a associação das sondas fluorescentes, Hoechst 33342 (H342), iodeto de propídio (PI) e 759 

FITC-PNA (aglutinina de Peanut conjugada ao isotiocianato de fluoresceína) de acordo 760 

Freitas-Dell’Aqua et al. (2012). 761 
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Em uma amostra de 200 µL de sêmen diluído em TALP-PVA, na concentração 762 

de 5x106 espermatozoides/mL adicionou-se 7µM de H342, 1,5µM de PI e 2ng de FITC-763 

PNA, incubou-se durante 20 min à 37ºC ao abrigo da luz. Ao término deste período, a 764 

amostra prosseguiu para avaliação em citometria de fluxo. 765 

 766 

FLUIDEZ DA MEMBRANA (CAPACITAÇÃO ESPERMÁTICA) 767 

Os estágios iniciais da capacitação espermática podem ser medidos pela sonda 768 

Merocianina 540, especialmente quando associados com a sonda YO-PRO e Hoechst 769 

33342. Este corante tem característica hidrofóbica, que pode monitorar o grau de 770 

estabilidade da membrana pelo padrão dos fosfolipídeos apresentados em sua superfície. 771 

No processo de capacitação espermática ocorre a inversão dos folhetos internos e externos 772 

da membrana plasmática; desta forma, quanto maior a intensidade da fluorescência, maior 773 

o grau de desestabilização da membrana. 774 

As amostras de sêmen foram diluídas em TALP-PVA na concentração de 5x106 775 

espermatozoides/mL. Retirou-se 200µL dessa solução e acrescentou-se 7μM de Hoechst 776 

3342, 7,5 μM de Merocianina (M24571 – Life Technologies) e 25nM de Yopro (Y3603 777 

– Life Technologies) levou para incubação por 20 minutos a 37ºC ao abrigo da luz e 778 

posteriormente para análise no citômetro de fluxo (Freitas-Dell`Aqua et al., 2012). 779 

 780 

PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA OU LIPOPEROXIDAÇÃO (LPO) 781 

Para a peroxidação lipídica, utilizou-se protocolo de acordo com Guasti et al. 782 

(2012), utilizando a sonda C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes). É um análogo de 783 

ácidos graxos poli-insaturados e se incorpora na membrana celular, possui alta 784 

sensibilidade de fluorescência. Quando se encontra intacto apresenta fluorescência 785 

vermelha, com sua peroxidação muda-se a fluorescência para verde. 786 
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 Diluiu-se 500 μL de sêmen em TALP-PVA e foram adicionados 5 μM de C11-787 

BODIPY581/591, seguido por incubação durante 30 minutos a 37ºC. Após a incubação, 788 

foram realizadas duas lavagens consecutivas por centrifugação a 300g por 5 minutos, com 789 

TALP-PVA ressuspendeu-se o pellet em 500 μl de TALP-PVA e análises foram 790 

realizadas em citometria de fluxo. 791 

 792 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 793 

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas, considerando-se a 794 

adição de cúrcuma, como tratamento, e os momentos de avaliação como sub-parcelas. 795 

Para comparar as variáveis dependentes (motilidade, integridade da membrana 796 

plasmática, acrossomal, capacitação espermática, atividade mitocondrial e 797 

lipoperoxidação) utilizou-se a análise de variância, pelo procedimento GLM do Programa 798 

Estatístico SAS (2001), considerando-se os efeitos fixos de tratamento e momentos de 799 

avaliação seminal. Compararam-se as médias pelo teste de Duncan, em nível de 5% de 800 

significância. As variáveis expressas em porcentagem foram transformadas em arco seno 801 

(x/100), de acordo como sugerido por Sampaio (2007). 802 

RESULTADOS 803 
 804 

Os valores médios encontrados das variáveis seminais pré-refrigeração, antes da 805 

aplicação dos tratamentos, estão apresentados na Tabela 1.  806 

Tabela 1. Valores médios ± desvio padrão das variáveis espermáticas no momento pré-807 

refrigeração do sêmen equino sem adição de antioxidante. 808 

Pré-refrigeração M-0 

Variável Média ± DP 

MT (%) 68,5 ± 3,1 

MP (%) 55,7 ± 3,2 
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MIAI (%) 63,9 ± 4,4 

MI/Não-CAP (%) 37,0 ± 7,0 

LPO 5133,6 ± 343,3 

MT – motilidade total; MP – motilidade progressiva; MI – membrana plasmática íntegra; AI – acrossoma 809 

íntegro; Não-CAP – não capacitado; LPO – peroxidação lipídica, resultados expressos em intensidade de 810 

fluorescência (unidades arbitrárias). 811 

 812 

Tabela 2. Valores médios ± desvio padrão das variáveis cinéticas espermáticas, do sêmen 813 
equino com adição de antioxidante, pós-refrigeração por 24, 48 e 72 horas a 5°C. 814 

Pós-refrigeração 

 Controle CUR1 CUR2 CUR3 

 Média ± DP Média ± DP Média ± DP Média ± DP 

M-24     

MT (%) 36,6 ± 3,6 b 46,7 ± 2,5 a 38,5 ± 3,2 ab 17,8 ± 2,3 c 

MP (%) 20,9 ± 3,9 b 30,3 ± 2,5 a 20,2 ± 3,0 b 4,6 ± 1,1 c 

M-48     

MT (%) 25,0 ± 3,9 b 39,7 ± 3,6 a 25,7 ± 3,1 b 6,3 ± 1,5 c 

MP (%) 14,3 ± 3,1 b 27,2 ± 2,9 a 11,9 ± 2,2 b 1,6 ± 0,4 c 

M-72     

MT (%) 13,5 ± 3,3 b 28,7 ± 3,1 a 12,9 ± 2,8 b 1,7 ± 1,7 c 

MP (%) 6,6 ± 2,4 b 19,5 ± 1,6 a 4,9 ± 1,4 b 0,3 ± 0,1 c 
a,b,c Letras diferentes na linha indicam diferenças entre médias pelo teste de Duncan (P<0,05) 815 

M-24 – 24 horas de refrigeração; M-48 – 48 horas de refrigeração; M-72 – 72 horas de 816 

refrigeração; MT – motilidade total; MP – motilidade progressiva; CUR 1 – Cúrcuma 0,0005 mM; CUR 2 817 

– Cúrcuma 0,005mM; CUR 3 – Cúrcuma 0,05 mM 818 

Na Tabela 2 observou-se que o grupo CUR1 e CUR2 apresentaram maior 819 

percentual de células com motilidade total após 24 horas de refrigeração, sendo este 820 

significativamente superior (p<0,05) aos grupos controle e CUR3, sem diferirem entre si. 821 

Quanto a motilidade progressiva neste mesmo tempo a CUR1 obteve melhores resultados, 822 

sendo superior aos demais grupos (p<0,05). Não houve diferença entre o grupo controle 823 

e CUR2 (p<0,05). 824 



 41 
 

 Em relação a motilidade total e motilidade progressiva nos demais tempos de 825 

refrigeração, 48 e 72 horas, a CUR1 apresentou maior percentual de células com 826 

motilidade total e progressiva quando comparado com os grupos controle, CUR2 e CUR3 827 

(p<0,05). Nestes períodos de refrigeração o grupo controle e a CUR2 não apresentaram 828 

diferenças significativas, e o grupo CUR3 foi o que apresentou a pior resposta quanto a 829 

motilidade (p<0,05). 830 

 Os resultados encontrados para integridade de membrana plasmática e acrossomal 831 

ao longo do tempo de refrigeração encontram-se na Figura 3, assim como a fluidez da 832 

membrana (capacitação espermática) na Figura 4 e peroxidação lipídica na Figura 5. 833 

 Quanto ao percentual de membranas plasmática e acrossomal íntegras (Figura 3) 834 

a CUR1 teve resultado superior (p<0,05) aos grupos controle e CUR3, contudo sem 835 

diferir do grupo CUR2. Não houve diferença entre o controle e o tratado com CUR2 836 

(p<0,05). 837 

 838 

839 
Figura 3. Valores médios ± desvio padrão do percentual de células espermáticas com membrana plasmática 840 
íntegra e acrossoma íntegro nos momentos pós-refrigeração 24, 48 e 72 horas a 5°C.  841 
CUR 1 – Cúrcuma 0,0005 mM; CUR 2 – Cúrcuma 0,005mM; CUR 3 – Cúrcuma 0,05 mM 842 
a,b,c Letras diferentes na linha indicam diferenças entre médias pelo teste de Duncan (P<0,05) 843 
 844 
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Em relação a capacitação espermática (Figura 4) os grupos controle, CUR1 e 845 

CUR2 não diferiram entre si, porém, foram superiores ao grupo CUR3 em todos os 846 

tempos de refrigeração.  847 

848 
Figura 4. Valores médios ± desvio padrão do percentual de células espermáticas com membrana plasmática 849 
íntegra e não capacitados nos momentos pós-refrigeração 24, 48 e 72 horas a 5°C. 850 
CUR 1 – Cúrcuma 0,0005 mM; CUR 2 – Cúrcuma 0,005mM; CUR 3 – Cúrcuma 0,05 mM 851 
a,b,c Letras diferentes na linha indicam diferenças entre médias pelo teste de Duncan (P<0,05) 852 
 853 

A cúrcuma nas concentrações testadas não apresentou redução significante na 854 

LPO em nenhum grupo e nenhum momento de refrigeração (Figura 5), não apresentando, 855 

portanto, diferença entre os grupos tratados e o controle (p<0,05). 856 

 857 
Figura 5. Valores médios ± desvio padrão do percentual de células espermáticas com peroxidação lipídica 858 
nos momentos pós-refrigeração 24, 48 e 72 horas a 5°C. 859 
CUR 1 – Cúrcuma 0,0005 mM; CUR 2 – Cúrcuma 0,005mM; CUR 3 – Cúrcuma 0,05 mM 860 
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DISCUSSÃO 861 
 862 

 No presente trabalho, a cúrcuma foi adicionada no diluente de refrigeração, com 863 

o intuito de reduzir os danos causados pelas ROS no período de armazenamento e avaliar 864 

o efeito antioxidante no sêmen equino, visto que não foi encontrado trabalhos relatando 865 

adição de cúrcuma ao sêmen equino. 866 

 A adição de cúrcuma na concentração de 0,0005 mM (CUR1) ao diluente de 867 

refrigeração preservou a motilidade total e motilidade progressiva do espermatozoide 868 

equino, em todos os períodos de armazenamento, quando comparado aos demais grupos 869 

não diferindo apenas em relação a motilidade total do grupo CUR2 em 24 horas de 870 

refrigeração (Tabela 2). Resultados semelhantes foram encontrados em trabalho realizado 871 

em humanos diagnosticados com leucocitospermia, onde a cúrcuma reduziu os níveis de 872 

peroxido de hidrogênio, melhorando assim a motilidade espermática desses pacientes 873 

(Zhang et al., 2017). 874 

 A cúrcuma também apresentou efeitos benéficos na preservação da motilidade 875 

progressiva em sêmen de búfalos, suínos e ovinos quando submetidos a testes de 876 

congelação (Bucak et al., 2010; Chanapiwat e Kaeoket, 2015; Shah et al., 2016). Tal 877 

resultado pode ser explicado pelo efeito antioxidante da cúrcuma, que devido a sua 878 

estrutura consegue inibir a formação das ROS (Chanapiwat e Kaeoket, 2015). Baixas 879 

concentrações de ROS são necessárias para motilidade e capacitação espermática, porém 880 

devem ser controladas devido ao fato de desencadearem a peroxidação lipídica causando 881 

diminuição na motilidade e aumentando a mortalidade das células espermáticas. As ROS 882 

afetam o espermatozoide logo após a ejaculação, devido a isso pode-se observar que a 883 

cúrcuma auxilia na melhora da motilidade (Głombik et al., 2014). A concentração ideal 884 

para o efeito positivo da cúrcuma deve ser estudada para cada espécie. 885 
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 Os efeitos tóxicos da cúrcuma foram observados com uma concentração de 0,05 886 

mM (CUR3), onde houve diminuição da motilidade e integridade de membrana e 887 

acrossoma. Esse mecanismo pode ser explicado pela acidificação intracelular e 888 

hiperpolarização da membrana plasmática do espermatozoide, quando aumenta a 889 

concentração de cúrcuma adicionada ao sêmen (Naz, 2014). Em camundongos foi testado 890 

a concentração de 100 µM por Głombik et al. (2014) e observado que essa concentração 891 

apresentou efeitos tóxicos para as células. Já em búfalos a concentração de 2 mM 892 

apresentou efeito tóxico (Naz, 2011). 893 

 Avaliando-se a integridade da membrana plasmática e acrossomal (Figura 3), foi 894 

observado que a concentração de 0,0005 mM de cúrcuma (CUR1) adicionada ao diluente 895 

de sêmen obteve resultado significativamente maior ao grupo controle e CUR3 (p<0,05), 896 

não apresentando diferença quando comparado ao grupo de CUR2. Resultados 897 

semelhantes foram apresentados na adição de 0,5 mM de cúrcuma no diluente de 898 

congelação de sêmen bovino, onde foi observado um ótimo efeito protetor na integridade 899 

da membrana plasmática (Bucak et al., 2012). Em trabalho realizado com sêmen 900 

congelado de camundongos foi observado que a adição de 2,5 mM obteve resultados 901 

semelhantes, preservando a integridade das membranas plasmática e acrossomal, além de 902 

observarem um aumento na capacidade antioxidante do grupo tratado (Soleimanzadeh e 903 

Saberivand, 2013). Tal efeito protetor pode estar relacionado com a capacidade da 904 

cúrcuma de acumular-se na membrana plasmática, isso devido as suas características 905 

lipofílicas (Jaruga et al., 1998). 906 

 Sabe-se que a concentração de ROS em níveis ideais são fundamentais para certos 907 

processos fisiológicos, dentre eles a capacitação espermática (Baumber et al., 2003), 908 

porém em diferentes níveis pode acarretar em diversos danos a células espermáticas 909 

(Kothari et al., 2010). O presente estudo não apresentou melhoras significativas quanto a 910 
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estabilização da membrana plasmática (Figura 4) quando comparado o grupo controle 911 

com os grupos tratados. Foi observado que na concentração 0,05 mM (CUR3) de cúrcuma 912 

apresentou uma piora na estabilização da membrana quando comparado com os demais 913 

tratamentos, o que está de acordo com o dito anteriormente, onde concentrações de 914 

antioxidantes devem ser estudas, pois o excesso pode ter efeito tóxico as células (Naz, 915 

2011; Głombik et al., 2014). 916 

A cascata da peroxidação lipídica inicia-se com o ataque das ROS aos ácidos 917 

graxos poli-insaturados da membrana plasmática (Baumber et al., 2003). Sendo assim, o 918 

sêmen dos mamíferos é mais sensível ao estresse oxidativo, devido a sua alta 919 

concentração de ácidos graxos poli-insaturados e sua limitação em reparar os danos 920 

causados (Shah et al., 2016). Esse estresse oxidativo é considerado a principal causa de 921 

infertilidade masculina (Agarwal e Majzoub, 2017). As biotécnicas utilizadas no 922 

processamento do sêmen para o seu armazenamento são responsáveis pelo aumento da 923 

produção das ROS, através da exposição à luz, manipulação, choque térmico (Sampaio 924 

et al., 2018). A cúrcuma inibe a geração de ânion superóxido e radical hidroxila 925 

impedindo a oxidação de ferro através da reação de Fenton (Aparnak e Saberivand, 2019). 926 

No processo de peroxidação lipídica faz o papel de limpeza, aprisionando os radicais 927 

livres, além de aprimorar a atividade de enzimas antioxidantes como a enzima superóxido 928 

dismutase (Chanapiwat e Kaeoket, 2015; Zhang et al., 2017), além disso, a cúrcuma é 929 

capaz de acumular-se na membrana plasmática, e com isso promover a proteção contra 930 

peroxidação lipídica (Jaruga et al., 1998). 931 

No presente trabalho não foi encontrada diferença significativa em relação a 932 

peroxidação lipídica (Figura 5) entre os grupos tratados e controle em nenhum período de 933 

armazenamento do sêmen. Tal resultado pode ser explicado pelo fato de não se conhecer 934 

a fórmula completa do diluente de sêmen, que pode possuir na sua apresentação alguma 935 
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substância antioxidante capaz de controlar a peroxidação lipídica. Outra questão, pode 936 

ser o fato de que o processo de refrigeração não foi suficiente para geração do estresse 937 

oxidativo total, e consequentemente não apresentar diferença na peroxidação lipídica. 938 

A prevenção contra a peroxidação lipídica com a utilização da cúrcuma possui 939 

resultados variáveis. Trabalhos mostraram resultados favoráveis da cúrcuma frente a 940 

peroxidação lipídica, onde encontraram diminuição na peroxidação lipídica em sêmen 941 

congelado de búfalos adicionando 1,5 mM ao diluidor (Shah et al., 2016). Tvrdá et al. 942 

(2016), verificaram que a adição da cúrcuma ao sêmen de bovino induzido ao estresse 943 

oxidativo resultou em diminuição da peroxidação lipídica. Trabalhos apresentaram que a 944 

adição da cúrcuma não teve diminuição da peroxidação lipídica, como nos trabalhos 945 

realizados em sêmen congelado de pequenos ruminantes (Bucak et al., 2008; Bucak et 946 

al., 2010) e com sêmen congelado de bovino, onde criaram a hipótese de que o 947 

antioxidante mantém a estabilidade da membrana plasmática contra o estresse oxidativo 948 

sem eliminar a produção da peroxidação lipídica, visto que não demonstrou influência no 949 

fator qualidade espermática (Bucak et al., 2012), porém com sêmen equino não foram 950 

encontrados relatos até o momento 951 

De acordo com os resultados observados (Tabela 2 e Figuras 3, 4 e 5) a cúrcuma 952 

pode ser uma alternativa para preservação da motilidade e integridade de membrana 953 

plasmática e acrossomal no espermatozoide equino após 72 horas de refrigeração a 5°C. 954 

Porém mais estudos devem ser realizados para elucidar os efeitos da cúrcuma no sêmen 955 

equino. Acredita-se que esse antioxidante possa ser uma ferramenta interessante também 956 

no processo de criopreservação do sêmen equino.  957 

Diante do estudado, conclui-se que a cúrcuma na concentração de 0,0005 mM 958 

(CUR1) adicionada ao diluente de refrigeração, foi eficaz na preservação dos parâmetros 959 

cinéticos, motilidade total e progressiva e aumentando a integridade da membrana 960 
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plasmática e acrossomal durante o tempo de armazenamento do sêmen equino por 24, 48 961 

e 72 horas a 5°C. 962 
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