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Abstract. Study of the spermatic stability of sea urchin at different conservation conditions and toxity profile of metronidazol.
The sea urchins Arbacia lixula were collected next to the reefs of Ponta Verde´s beach in Maceió. At the laboratory, 2,5 ml of
potassium chloride (KCl) 0,5M was injected around of the mouth region, that to eliminate the cells after a few minutes. The
sperms were identif ied for their white color and the eggs were identified for their orange color. To determine the preservation
form the sperms had been submitted in temperature of 2-8ºC and 0ºC. With passing of the time activations with sea water
had been made and the cells were observed in optic microscope with increase of 200X. For determination of the metronidazole
toxicity, 10%, 20%, 30% and 50% of metronidazole solution 0,5% were added to the activity sperms and their motility were
monitored. After that the cells were quantified. At first they were observed that there were 65% of sperms cells with motility.
The sperms that had been conditioned in closed pipes with cotton have showed minor conservation time to that they had been
conditioned in locked pipes. We conclude that metronidazole concentrations of or more than 30% are toxicity for the sperms
and the semen desiccation and the low temperature are factors unfavorable to preservation of sperms cells.
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Resumo: Os ouriços-do-mar da espécie Arbacia lixula foram coletados próximo aos recifes da praia de Ponta Verde, na cidade
de Maceió. No laboratório, injetou-se 2,5mL de cloreto de potássio (KCl) a 0,5M ao redor da região peribucal, o que provocou
a eliminação dos gametas após alguns minutos. Os espermatozóides foram identificados por apresentarem cor esbranquiçada
e os óvulos pela cor alaranjada. Para a determinação da forma de acondicionamento, os espermatozóides foram submetidos
às temperaturas de 2-8ºC e 0ºC dentro de tubos fechados com tampa rosqueada e tubos fechados com algodão, e com o
passar do tempo foram feitas ativações em água do mar, visualizando-se em microscópio óptico com aumento de 200x as
células ativas. Para a toxicidade do metronidazol, soluções na concentração de 10%, 20%, 30% e 50% foram adicionadas aos
espermatozóides ativados, monitorando-se a motilidade e em seguida o número de células presentes na amostra foi deter-
minado. Observou-se que inicialmente havia 65% de células espermáticas com viabilidade. Os espermatozóides que foram
acondicionados em tubos fechados com algodão apresentaram menor tempo de conservação comparados aos que foram
acondicionados em tubos rosqueados. Já a temperatura de 2-8ºC foi a que manteve por um maior período de tempo a
viabilidade das células espermáticas. Desta forma concluímos que concentrações de metronidazol iguais ou acima de 30%
mostraram ser tóxicas aos espermatozóides e que o ressecamento do sêmen e a baixa temperatura são fatores desfavoráveis
para a preservação das células espermáticas.

Palavras-chave: Motilidade, esperma, droga, ouriço-do-mar.
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O metronidazol tem mostrado um importante
papel no tratamento de infecções de
microrganismos anaeróbicos, tendo como
vantagens o grande número de bactérias
anaeróbicas Gram-negativas sensíveis ao
composto e a fáci l  absorção pela via oral ,
apresentando valores semelhantes aos
administrados via intravenosa, o que faz com que
haja rápida morte bacteriana, boa penetração
tissular e cerebral (FREEMAN, et al. 1997).

Os equinodermas constituem um grupo que
continua a desempenhar um papel importante nos
estudos de embriologia e biologia celular,
particularmente porque oferecem algumas vantagens
como as de poderem ser obtidos em grande número
em nosso litoral; seus gametas serem facilmente
obtidos e vizualizados em microscópio óptico; seus
óvulos serem facilmente fertilizados e, quando
fecundados ao mesmo tempo, apresentarem um
período de clivagem em que se dividem
sincronicamente (BEIG & CRUZ-LANDIM, 1975).

O objetivo do presente estudo foi analisar qual
a melhor forma de conservação dos
espermatozóides de ouriço-do-mar e determinar
o perfil toxicológico do metronidazol. Avaliaram-
se ainda, o tempo de ativação dos
espermatozóides em água do mar; qual a melhor
temperatura de conservação e o número de
espermatozóides ativos em cada ativação.

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta do ouriço-do-mar
Os ouriços-do-mar da espécie Arbacia lixula

foram coletados próximo aos recifes da praia de
Ponta Verde, na cidade de Maceió, nos períodos
de maré baixa. Foram levados ao Laboratório de

INTRODUÇÃO

Nas últimas décadas, têm-se observado um
grande número de casos de infertilidade humana.
Dentre essas causas, a masculina constitui até 50%
dos casos e caracteriza-se pelas alterações na
motilidade e na morfologia dos espermatozóides,
principalmente pelo uso de algumas drogas (SANZ

et al., 1999; YANAGIMACHI, 1994).
A motilidade é um dos principais fatores para

que ocorra a fecundação. Experimentos em ratos
realizados por WOODS & GARSIDE (1996),
demonstraram que machos tratados com alfa-
clorohidrina tinham diminuição da motilidade dos
espermatozóides e eram incapazes de fecundar
as fêmeas.

REDDY et al . (1996) relataram que em
humanos, quando algumas drogas são aplicadas
no canal vaginal antes das relações sexuais, há
perda da motilidade dos espermatozóides com
conseqüente incapacidade de fecundação pelos
mesmos, o que ratif ica o poder espermicida que
algumas drogas possuem.

O metronidazol é o fármaco mais importante
do grupo de 5-nitroimidazoles, possuindo
toxicidade contra microrganismos anaeróbicos,
sendo a molécula de DNA o principal alvo de sua
ação biológica. O mecanismo de ação do
metronidazol depende do processo de redução
do grupo nitro e, em meio ácido, a redução é pH-
dependente envolvendo quatro elétrons na
completa redução ao derivado hidroxilamínico. Em
meio aprótico a redução do metronidazole
acontece em duas etapas: a primeira envolvendo
um elétron para formar o radical nitro e a segunda
etapa envolve mais três elétrons até a formação
da hidroxilamina (Fig.1)(LA-SCALEA et al., 1999).

Figura 1. Etapas de redução do metronidazol (LA-SCALEA et al., 1999).
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Microbiologia Aplicada (L@MA) e mantidos em
aquários de fluxo de água até a hora da extração
dos gametas sexuais.

Obtenção dos gametas
No laboratório, os animais retirados do aquário

foram lavados em água corrente para retirar
possíveis impurezas existentes nos gonósporos. Os
ouriços foram apoiados sobre uma bancada com
a região peribucal voltada para cima, na qual
injetou-se 2,5mL de cloreto de potássio (KCl) a
0,5M ao redor dessa região. Isto provocou a
eliminação dos gametas após alguns minutos.

Os espermatozóides, identif icados pela cor
esbranquiçada, foram coletados com pipeta
Pasteur e colocados em tubo de ensaio sem haver
contato com água do mar para evitar a
conseqüente ativação. Os óvulos, caracterizados
pela cor alaranjada, foram acondicionados em
Becker de 40ml.

Teste de capacitação da motilidade espermática
Foram colocadas alíquotas de 2mL, 3mL, 5mL

e 6mL de sêmen em tubos fechados com algodão
hidrófobo e em tubos fechados com tampa de rosca
e posteriormente acondicionados em temperaturas
de 2-8ºC e 0ºC. Em alguns tubos foi adicionado
glicerol na concentração de 18%. Com o passar do
tempo foram feitas ativações com água do mar
filtrada em temperatura ambiente para determinar
quantos espermatozóides tinham capacidade de
adquirir motilidade. Foi depositado 10 µL de
espermatozóides sobre uma lâmina e visualizados
em microscópio óptico com aumento de 200x.

Teste com solução de metronidazol injetável 0,5%
Para a realização dessa análise, 20µL de sêmen

foi diluído em 10 ml de água do mar f iltrada,
ativando os gametas. Foi distribuído 1ml dessa
solução em tubos de ensaio recobertos com folha
de alumínio e em tubos sem essa proteção ambos
fechados com tampa de rosca sob temperatura
ambiente, logo em seguida concentrações de 10%,
20%, 30% e 50% da solução contendo
metronidazol foram adicionadas. Monitorou-se a

motilidade espermática por 10h, observando com
quanto tempo os espermatozóides eram
totalmente inativados e em seguida quantificou em
câmara de Newbauer o número de células
espermáticas presentes na amostra.

RESULTADOS

Após a ativação dos espermatozóides em água
do mar foi observado que inicialmente havia 65%
de células espermáticas com viabilidade, em todas
as ativações, conforme as Figuras 2-4.

De acordo com os resultados apresentados, o
volume foi um fator relevante para o
acondicionamento das células espermáticas em
tubos fechados com algodão. Uma amostra
contendo 3 mm3 de espermatozóides apresentou
uma sobrevida de 120h a mais quando comparada
a uma amostra contendo 2 mm3 (Fig.2).

Já em tubos rosqueados observou-se que entre
amostras contendo 5 mm3 e 6 mm3 o decaimento
da capacidade de ativação em temperatura 2-8ºC
foi em proporções semelhantes (Fig.3).
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Figura 2. Comparação entre a capacidade de ativação dos
espermatozóides acondicionados em temperatura de 2-8ºC sob o
volume de 2 mm3 e 3 mm3 em tubos fechados com algodão.

 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

0h 3h 12h 48
h

96h
14

4h
192

h
24

0h
288

h
33

6h
38

4h
43

2h
480h

52
8h

57
6h

Tempo

E
sp

er
m

at
o

zó
id

es
 a

ti
va

d
o

s

Vol. 6 mm3 Vol. 5 mm3

Figura 3. Comparativo da capacidade de ativação em água do mar
dos espermatozóides acondicionados em geladeira sob o volume
de 5 mm3 e 6 mm3 em tubo rosqueado.



Revista Brasileira de Zoociências 10 (2): 127-132. 2008

130.      PORFÍRIO & ALVINO

Os espermatozóides que foram acondicionados
em tubos fechados com algodão apresentaram
menor tempo de conservação comparados aos
que foram acondicionados em tubos rosqueados,
os quais apresentaram sobrevida cinco vezes
maior, como pode se observar na Figura 4.

O metronidazol mostrou-se tóxico às células
espermáticas nas dosagens de 30% e 50% nos
experimentos realizados em tubos não-protegidos
da luminosidade paralisando-as imediatamente
depois que a droga foi adicionada (Tab.3).

Já em relação às dosagens de 10% e 20%
realizadas em tubos não-protegidos da
luminosidade, quando a droga foi adicionada aos
espermatozóides, houve diminuição da motilidade
quase paralisando as células. Porém, 30 min depois,
estes espermatozóides conseguiam readquirir
motilidade. A quantidade que se apresentava ativa
após a adição do metronidazol, na dosagem de 10%
era semelhante à quantidade observada antes da
adição da droga. Na dosagem de 20% houve efeito
semelhante mas, o número de espermatozóides
ativos após a adição da droga foi 30% menor que
o observado inicialmente (Tab.3). Esses
espermatozóides mantiveram-se ativos durante as
10h em que foram observados sem apresentar
alterações significativas quanto à motilidade. Assim,
como não houve paralisação de todos os
espermatozóides após a adição da droga nas doses
de 10% e 20%, o resultado foi considerado como
tempo indeterminado (Tab.3 e 4).

Nos experimentos com os tubos protegidos da
luminosidade, as dosagens de 30% e 50% também
mostraram-se tóxicas às células espermáticas
paralisando-as imediatamente após a adição do
metronidazol (Tab.4).

Com a dosagem de 10% o efeito foi semelhante
aos resultados obtidos com os tubos sem proteção
da luminosidade. Entretanto, para a dosagem de
20% houve redução do número de
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Figura 4. Comparativo da capacidade de ativação em água do mar
dos espermatozóides acondicionados em geladeira com tubos fe-
chados com algodão e tubos fechados com tampa rosqueada.

Após a primeira hora de acondicionamento das
células espermáticas em temperatura de 0ºC, não havia
mais viabilidade para ativá-las em água do mar (Tab.1).

Quando o glicerol foi adicionado aos tubos
contendo os espermatozóides houve uma
considerável diminuição na capacidade de ativação
de 65% para 45%, no tempo 0h. Após 1h de
acondicionamento em temperatura de 0ºC essa
capacidade foi drasticamente reduzida para 5% e
após 3h apenas 1% das células ainda conseguiram
adquirir motilidade (Tab.2).

Tempo de 
acondicionamento

% espermatozóides 
ativados 

0h 65
1h 0

Tabela 1. Espermatozóides acondicionados em temperatura de 0ºC.

Tempo de 
acondicionamento

% espermatozóides 
ativados 

0h 45
1h 5
3h 1
6h 0

Dosagem Tempo de 
paralisação

Nº 
espermatozóides

10% Indeterminado* 8.755/0,9mm3

20% Indeterminado* 12.779/0,9mm3

30% Imediato 9.683/0,9mm3

50% Imediato 10.161/0,9mm3

Tabela 2. Espermatozóides acondicionados em temperatura de
0ºC com glicerol 18%.

*Indeterminado= tempo de motilidade acima de 10 horas.

Tabela 3. Observação do perf il toxicológico do metronidazol em
células espermáticas contidas em tubos não-protegidos da
luminosidade durante 10 horas sob temperatura ambiente.
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espermatozóides que conseguiram readquirir
motilidade. Após 30min da adição da droga, essa
diminuição foi de até 50%, quando comparadas
às observadas inicialmente.

Dosagem  Tempo de 
paralisação

Nº 
espermatozóides 

10% Indeterminado* 2.814/0,9mm3

20% Indeterminado* 3.056/0,9mm3

30% Imediato 3.333/0,9mm3

50% Imediata 3.356/0,9mm3

Tabela 4.  Per f i l  toxicológico do metronidazol  em células
espermáticas contidas em tubos protegidos da luminosidade
durante 10h sob temperatura ambiente.

*Indeterminado= tempo de motilidade acima de 10 horas.

DISCUSSÃO

Segundo DE ROBERTIS & DE ROBERTIS JR. (1993)
quando há ATP disponível para os flagelos, estes
organóides começam uma atividade rítmica que
pode persistir durante alguns minutos ou até
horas, sendo necessária a interação entre a
tubulina e dineína para isso. Em nossos estudos,
esse sistema foi evidenciado quando se adicionou
água do mar aos espermatozóides dos ouriços.

A motilidade é um indicador da eficiência do
processo de congelamento e descongelamento (CROSS

& HANKS, 1991). Nesta pesquisa, o acondicionamento
dos espermatozóides em temperatura de 0ºC inativou
a capacidade dessas células adquirir motilidade
quando postas em contato com água do mar. De
acordo com WASTSON (1995), entre os principais
fatores envolvidos está o efeito osmótico do processo
de congelar e descongelar sobre a membrana
plasmática dos espermatozóides, conduzindo a
alterações da permeabilidade e, conseqüentemente,
de morte celular.

Já os danos sub-letais, que promoveram a
diminuição gradativa do número de
espermatozóides que possuíam viabil idade,
resultaram de uma combinação de fatores,
incluindo desidratação e rehidratação celular, além
de alterações bioquímicas e f isiológicas, como
diminuição da atividade enzimática, ativação da

cascata da peroxidação lipídica, com conseqüente
geração de espécies reativas de oxigênio com
danos oxidativos (BARTHELEMY et al., 1990).

Desde a década de 60, a criopreservação do
sêmen humano é realizada rotineiramente, usando
o glicerol como o crioprotetor (SHERMAN, 1964).
Entretanto, quando ele é adicionado antes do
congelamento ocorrem danos à membrana
plasmática, alterando a integridade e a função
normal (TADEI  et al . ,  2001).  Esses dados
corroboram com nossos resultados, onde ocorreu
morte das células espermáticas em menos de 6h
de conservação quando elas foram
acondicionadas em temperatura de 0ºC.

O metronidazol, antibiótico extensamente
utilizado para o tratamento de infecções por
protozoários e bactérias anaeróbicas, quando em
concentrações de até 10 mg/mL, não apresentou
efeito tóxico sobre os espermatozóides de coelho
e de humano (FREEMAN, et al., 1997; FOOTE, 2002).
Estudos realizados por MCCLAIN et al. (1989),
evidenciaram que altas doses de metronidazol,
administradas em ratos, causavam infertilidade,
enquanto que baixas doses não alteravam a
fertilidade. Nesta pesquisa, quando dosagens
acima de 30% eram adicionadas aos
espermatozóides de ouriço-do-mar, havia
inativação da motilidade. Essa toxicidade pode ter
sido causada pela formação de derivados letais
da droga ou à acumulação do peróxido de
hidrogênio em virtude da auto-oxidação, como
relatado por SCHMIDT et al. 1977.

A luz é um fator importante para a estabilidade
do metronidazol. Irradiação com luz UV (254 nm)
em soluções de metronidazol aceleraram a
degradação se comparado com amostras luz-
protegidas (WANG & YEH, 1993). Em nossos
estudos, isto se evidenciou na dosagem de 20%.
Quando comparamos os experimentos realizados
em tubos protegidos da luminosidade, notamos
que houve diferença de 20% em relação a
quantidade de espermatozóides que readquiriram
motil idade, comparados aos tubos não-
protegidos, enfatizando a degradação do
metronidazol pela luz.
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Desta forma concluímos que concentrações de
metronidazol iguais ou acima de 30% mostraram
ser tóxicas aos espermatozóides e que o
ressecamento do sêmen e a baixa temperatura são
fatores desfavoráveis para a preservação das
células espermáticas.
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