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Resumo. O processo de criopreservagdo acarreta estresse oxidativo a célula espermatica e
a adicdo de antioxidantes aos meios de refrigeracdo e congelacdo de sémen pode auxiliar
na protecdo dos espermatozoides contra o dano induzido pelas espécies reativas de oxigénio
(ROS), incluindo perda da motilidade de forma irreversivel, peroxidacdo lipidica e
fragmentacdo do DNA, interferindo na capacidade de fertilizacdo do espermatozoide.
Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da adicdo dos antioxidantes Hidroxi
butiltolueno (BHT) e extrato etandlico da casca do caule do mufumbo (Cumbretum
leprosum) ao diluidor Botucrio® para criopreservacdo de sémen equino. Foram coletados
quatro ejaculados de quatro garanhfes da raca Quarto de Milha, por meio de vagina
artificial. Apos a descongelagéo das amostras em banho Maria a 37° C foi estimada a taxa
de peroxidacdo lipidica dos espermatozoides pela medida do nivel de malonaldeido. O
delineamento experimental foi em bloco ao acaso. As variaveis de volume seminal,
motilidade espermatica, vigor espermatico e HOST foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA) utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc GLM) e
para comparacdo de média foi utilizado o teste Tukey, na probabilidade de 5%. A
quantificacdo malonaldeido foi submetida a analise de variancia (ANOVA), seguido de
Tukey como post hoc teste, na probabilidade de 5%. N&o houve diferenca, pois 0 acréscimo
de BHT nas concentracgdes 5, 1,0 e 2,0 mM de BHT e de extrato de mufumbo nas doses de
30, 60 e 120 mg ao diluidor Botucrio ndo melhorou a qualidade espermatica. Desta forma,
os antioxidantes ndo foram determinantes em promover a diminui¢do formagao de radicais
livres e, consequentemente, ndo melhoraram a qualidade do sémen apds a crioinjdria
provocando danos & membrana dos espermatozoides. A suplementagdo nas doses 0,5, 1,0
e 2,0 mM de BHT e de extrato de mufumbo nas doses de 30, 60 e 120 mg ao diluidor
botucrio® néo influenciou na qualidade seminal pés criopreservacéo.

Palavras chave: equino, espermatozoide, estresse oxidativo

Use of lipid peroxidation in the evaluation of antioxidant action in
cryopreserved semen

Abstract. The cryopreservation process causes oxidative stress to the sperm cell and the
addition of antioxidants to the semen refrigeration and freezing media can help to protect
the sperm against the damage induced by the reactive oxygen species (ROS), including
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irreversible loss of motility, lipid peroxidation and DNA fragmentation, interfering in the
sperm fertilization capacity. The objective of this work was to evaluate the effect of the
addition of the antioxidants Hydroxy butyltoluene (BHT) and ethanolic extract of the stem
shell of the Cumbretum leprosum to the Botucrio® diluent for cryopreservation of equine
semen. Four ejaculates of four Quarter Horse stallions were collected through artificial
vagina. After thawing the samples in a water bath at 37°C, the lipid peroxidation rate of
spermatozoa was estimated by measuring the level of malonaldehyde. The experimental
design was a randomized block design. The variables of seminal volume, sperm motility,
sperm vigor and HOST were submitted to analysis of variance (ANOVA) using the
procedure general linear models (Proc GLM) and for Tukey test, in the probability of 5%.
The malonaldehyde quantification was submitted to Analysis of Variance (ANOVA),
followed by Tukey as post hoc test, in the probability of 5%. There was no difference, since
the increase of BHT in concentrations 5, 1.0 and 2.0 mM of BHT and of Cumbretum
leprosum extract in doses of 30, 60 and 120 mg to Botucrio diluent did not improve in
sperm quality. In this way the antioxidants were not determined in promoting the decrease
free radical formation and, consequently, did not improve the quality of the semen after the
cryoinjury causing damage to the spermatozoa membrane. Supplementation at 0.5, 1.0 and
2.0 mM doses of BHT and Cumbretum leprosum extract at doses of 30, 60 and 120 mg to
the botucrio diluent did not influence the seminal quality after cryopreservation.

Keywords: equine, spermatozoa, oxidative stress

Uso de peroxidacion lipidica en la evaluacion de la accion de
antioxidante en semen criopreservado

Resumen. El proceso de crio-preservacion acarrea estrés oxidativo a la célula espermatica
y la adicion de antioxidantes a los medios de refrigeracion y congelacion de semen puede
auxiliar en la proteccion de los espermatozoides contra el dafio inducido por las especies
reactivas de oxigeno (ROS), incluyendo pérdida de la motilidad de forma irreversible,
peroxidacion lipidica y fragmentacién del ADN, interfiriendo en la capacidad de
fertilizacion del espermatozoide. Objetivos: Se objetivo con este trabajo evaluar el efecto
de la adicion de los antioxidantes Hidroxi butiltolueno (BHT) y extracto etandlico de la
corteza Cumbretum leprosum al diluyente Botucrio® para crio-preservacion de semen
equino. Metodologia: Se recogieron cuatro eyaculados de cuatro sementales de la raza
Cuarto de Milla, por medio de vagina artificial. Después de la descongelacién de las
muestras en bafio Maria a 37°C se estimd la tasa de peroxidacion lipidica de los
espermatozoides por la medida del nivel de malonaldehido. El delineamiento experimental
fue en bloque al azar. Las variables de volumen seminal, motilidad espermatica, vigor
espermético y HOST fueron sometidas a anélisis de varianza (ANOVA) utilizando el
procedimiento modelos lineales generales (Proc GLM) y para comparacion de media se
utilizé la prueba Tukey, en la probabilidad del 5%. La cuantificacion malonaldehido fue
sometida a analisis de varianza (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc test, en la
probabilidad del 5%. Resultados y Discusion: No hubo diferencia, pues el aumento de
BHT en las concentraciones 5, 1,0y 2,0 mM de BHT y de extracto de Cumbretum leprosum
en las dosis de 30, 60 y 120 mg al diluyente Botucrio no mejoro la calidad espermética. De
esta forma los antioxidantes no fueron determinantes en promover la disminucion
formacion de radicales libres y, consecuentemente, no mejoraron la calidad del semen
después de la crioinjdria provocando dafios a la membrana de los espermatozoides.
Conclusion: La suplementacion en las dosis 0,5, 1,0 y 2,0 mM de BHT y de extracto de
Cumbretum leprosum en las dosis de 30, 60 y 120 mg al diluyente botucrio® no influencié
en la calidad seminal post crio-preservacion.

Palabras clave: equino, espermatozoide, estrés oxidativo
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Introducéo

A criacdo de equinos é um importante segmento no agronegacio brasileiro. Sua contribuicdo inclui
pecudria, cultura, esporte, lazer e ecoturismo. A equinocultura movimenta média de 7,5 bilhdes de reais
por ano na economia nacional (Lima & Cintra, 2016; Vieira, 2011).

As técnicas de reproducado assistida possuem o potencial de aperfeicoar o melhoramento genético,
tornando-o mais eficaz e seguro nos equinos, impulsionando pesquisas para aperfeigoar a aplicabilidade
destas técnicas, promovendo a melhoria dos indices reprodutivos a campo (Silva & Guerra, 2011). Em
contrapartida, o processo de criopreservacao constitui-se estressante sobre as células espermaéticas
promovendo a diminui¢do de espermatozoides vidveis por dose. Uma das injarias é a peroxidacdo
lipidica, promovida pelo estresse oxidativo devido a producéo excessiva de metabolitos do oxigénio
(ROS), os quais estdo diretamente associados ao declinio da fertilidade (Estela et al., 2013).

A peroxidacdo lipidica inicia na presenca de ROS, que tendo contato com o 4cido decosa-hexanoico
da membrana espermética, retira um hidrogénio de uma dupla ligacéo, transformando-o em radical livre,
que ira reagir com outro &cido decosa-hexanoico, danificando a célula (Ferreira & Matsubara, 1997).
Antioxidantes sdo substancias que retardam a oxidagao, por um ou mais mecanismos, tais como inibicéo
de radicais livres e complexacdo de metais (Carocho et al., 2018; Lashkari et al., 2018; Salami et al.,
2016). O Hidroxi Butil-Tolueno (BHT) tem sido utilizado e com algum sucesso para melhorar a
qualidade pos-descongelagdo do sémen de outros animais, como suinos (Neagu et al., 2010), bufalos
(ljaz et al., 2009) e touros (Shoae & Zamiri, 2008). Verifica-se eficaz reducdo da lesdo ao chogue frio e
na sobrevivéncia do espermatozoide ap6s descongelacdo (Estela et al., 2013). Demyda-Peyras et al.
(2013) verificaram que adicionando BHT ao sémen, melhorou a integridade da membrana espermaética,
motilidade e sobrevivéncia das células espermaticas.

Baseando-se no exposto, objetivou-se avaliar, via teste de peroxidagdo lipidica, a acdo dos
antioxidantes Hidroxi butiltolueno (BHT) e extrato etandlico da casca do caule do mufumbo
(Cumbretum leprosum) acrescidos em diferentes concentragdes ao diluidor Botucrio® para
criopreservacdo de sémen equino.

Material e método

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual
do Tocantins sob o protocolo de 03993/2017.1.

Foram utilizados quatro garanhfes da raca Quarto de Milha, com idade entre cinco a dez anos,
alojados individualmente em baias no Centro de Treinamento Haras Ouro Verde, localizado no
municipio de José de Freitas, Piaui, Brasil. Todos os garanhdes tiveram sua fertilidade comprovada, por
meio de exame androldgico, realizado num periodo anterior as colheitas de sémen. Quatro ejaculados
por animal foram colhidos por meio de vagina artificial, usando uma fémea em estro como manequim,
com intervalo minimo de 48 horas entre as colheitas, num total de 16 ejaculados.

Imediatamente ap6s a colheita, foram analisados, visualmente, o volume, o aspecto e a cor e, sob
microscopia convencional, a motilidade total e o vigor, segundo Manual do Colégio Brasileiro de
Reproducdo Animal- CBRA. Uma aliquota de 10uL de sémen de cada ejaculado foi diluido em 1 mL
de citrato de sodio formalizado para a determinag&o da concentragdo espermatica, utilizando-se a cAmara
de Neubauer (espermatozoide/mL) para a analise morfoldgica, por meio da técnica da camara Umida.
Apos essas analises, os ejaculados com motilidade minima de 60% e vigor trés, foram diluidos no meio
de resfriamento Botu-sémen® (Biotech Botucatu, Botucatu-SP, Brasil) na razdo de 1:1, perfazendo um
total de 10 mL de solucéo sémen:diluente.

As amostras foram centrifugadas a 650g por 10 minutos, o sobrenadante desprezado e os “pellets”
ressuspendidos com o meio de congelacdo Botu-crio® (Biotech Botucatu, Botucatu- SP, Brasil) (gema
de ovo, glicerol, metilformamida) de acordo com os grupos experimentais, previamente estabelecidos:
Experimento I: T1= Botucrio (controle); T2 = Botucrio+ extrato 30 mg; T3 = Botucrio+ extrato 60mg;
T4 = Botucrio + extrato 120 mg) e Experimento 1l T1= Botucrio (controle); T2 = Botucrio + BHT 0,5
mM; T3 = Botucrio + BHT 1,0 mM; T4 = Botucrio + BHT 2,0mM), obedecendo & concentracdo de 100
X 10° espermatozoides/ ml por palheta de 0,5 mL, previamente identificadas.
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As palhetas foram armazenadas em recipiente plastico e mergulhadas em béquer contendo &gua. O
recipiente foi acondicionado em geladeira, com temperatura interna de 4 a 5° C, durante 20 minutos
(Farst et al., 2005). Apo6s o resfriamento em geladeira, as palhetas foram congeladas em vapor de
nitrogénio liquido, colocando- as sobre um suporte de aco inox, a uma altura de 3 cm acima da lamina
de nitrogénio liquido de 5 cm de altura, acondicionado em uma caixa de isopor de 37 L.

As amostras foram descongeladas em Banho-Maria a 37° C por 30 segundos e 0 sémen avaliado
quanto a motilidade e ao vigor, nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos (Teste de Termoresisténcia), e
submetidas ao teste de peroxidacdo lipidica que foi realizado no Laboratorio Biotecnologia da
Reproducao Animal da Universidade Federal do Piaui.

A taxa de peroxidacdo lipidica dos espermatozoides foi estimada pela medida do nivel de
malonaldeido (MDA), utilizando o acido tiobarbiturico (TBA), baseado no método descrito por Buege
& Aust (1978). Os niveis de malonaldeido foram medidos apos a suplementa¢ao de 500 puL de sémen
pos-criopreservado, maisTampao Tris-acido citrico, pH 7,4, adicionado a 1mL do reagente TBA (15%
de &cido tricloroacético; 0,25N de &cido cloridrico e 0,375% de 59 &cido tiobarbiturico) e 1% (v/v) de
BHT 50mM. A mistura foi tratada em &gua fervente (100° C) durante 15 min. Posteriormente as
amostras foram resfriadas, e centrifugadas a 1.200g por 15 min. O sobrenadante foi removido e a
absorbancia foi medida a 532 nm em espectrofotometro UV-VIS (Perkin Elmer — Lambda). A
concentracdo de MDA foi determinada pela curva de calibracdo feita diariamente com malonaldeido
(MDA) como padréo, nas concentracdes de 1 a 20 mmol. O MDA produzido foi expresso em pmol de
TBARS/mL de diluidor.

O delineamento experimental foi em bloco ao acaso, com quatro blocos (animais) e quatro repeticoes
(coletas). As variaveis de volume seminal, motilidade espermatica, vigor espermatico e HOST foram
submetidas a andlise de variancia (ANOVA) utilizando-se o procedimento modelos lineares gerais (Proc
GLM) e para comparagao de média foi utilizado o teste Tukey, na probabilidade de 5%. A quantificagdo
malonaldeido foi submetida a Anélise de Variancia (ANOVA), seguido de Tukey como post hoc teste,
na probabilidade de 5%. As analises foram executadas pelo programa Statistical Analysis System (SAS,
2004).

Resultados e discussao

Os valores para a motilidade e vigor do sémen fresco observados no presente estudo mostram que o
perfil seminal dos garanhBes estd de acordo com os valores preconizados pelo CBRA, (2013). Os
animais 1 e 2 apresentaram caracteristicas seminais superiores as caracteristicas dos animais 3 e 4 nos
valores referentes ao vigor espermatico. O garanhdo 4 apresentou menor valor de motilidade espermatica
e o menor volume. N&o houve diferenga significativa (P > 0,05) quanto ao percentual de
espermatozoides reativos ao teste hiposmético entre os grupos testados (Tabela 1).

Tabela 1. Médias e desvios-padrédo das caracteristicas do sémen fresco de garanhdes da Raca Quarto de Milha

Garanhdo Volume (ml) Motilidade (%) Vigor (0-5) HOST (%)
1 27,25 £ 3,202 81,25 £ 6,29 3,75+£0,50 a 40,13 £ 3,17a
2 27,00 £2,45a 77,50 £ 5,00a 3,25+ 0,50 ab 39,00 £4,43a
3 27,25 +2,22a 75,00 £ 4,08a 3,00 £+ 0,00b 38,50 +2,74a
4 19,00 £ 3,37b 61,25+2,50 b 3,00 £+ 0,00b 39,00 + 3,09a
P-valor <0,001 0,035 0,003 0,918

Meédias com letras minUsculas diferentes na coluna apresenta diferenca estatisticamente significativa (p-valor < 0,05).

Em relacdo aos constituintes das membranas celulares, os espermatozoides equinos contém em média
14% de lipidios, sendo 59,0% de fosfolipidios, 13,0% de colesterol, 9,0% de diglicerideos, 8,0% de
triglicerideos e 11,0% de ésteres. Dentre os lipidios neutros, o colesterol é o que apresenta o teor mais
variavel entre espécies e entre ejaculados de um mesmo individuo, variando de 13 a 37% do total de
lipideos. A composicdo da membrana esta intimamente relacionada as injlrias causadas pelos processos
de refrigeracéo e criopreservagdo (CBRA, 2013). Os acidos graxos insaturados em concentra¢do mais
elevada sdo: acido araquidbnico (18%), acido docosapentandico (17%), acido oleico (5%) e &cido
docosahexandico (8%). A propor¢do de acidos graxos insaturados para acidos graxos saturados nos
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fosfolipidios dos espermatozoides de garanhdo é de 0,90 (Chow et al., 1986). Essa alta propor¢éo de
acidos graxos insaturados é outro ponto de vulnerabilidade dos espermatozoides aos efeitos de ROS.

Essas caracteristicas podem ndo favorecer a acdo dos antioxidantes, inibindo-os e anulando o
potencial oxidativo (Watson, 2000). A alta quantidade de acidos graxos poli-insaturados na membrana
espermatica equina corroborou para que os antioxidantes ndo melhorasse a qualidade espermaética p6s
criopreservagao, pois a torna mais suscetivel a peroxidagao (Tremellen, 2008).

Segundo pesquisa realizada por Betancur et al. (2012), a maior suscetibilidade da membrana
plasmética das células espermaticas de alguns individuos ou espécies para os danos peroxidativos é
atribuida ao alto teor de acidos graxos poli-insaturados e pela ineficiente disponibilidade de enzimas
citoplasmaticas, que promovem a diminuicdo dos danos oxidativos, pois foram perdidas durante a
espermatogénese e a trajetoria do ejaculado pelo trato reprodutor masculino. O tipo de fosfolipidios e a
guantidade de proteinas presentes na membrana plasmaética também influenciam na sensibilidade ao
choque térmico, sendo que espécies que possuem maior proporcdo de fosfatidilcolina: fosfatidil
etanolamina sdo mais resistentes, enquanto espécies que possuem maior contetdo de proteina sdo menos
resistentes (Morrell et al., 2013). Certamente a menor razdo fosfatidilcolina:fosfatidil etanolamina
presente na membrana espermatica de cavalos foi determinante para a minima ac¢do dos antioxidantes
em estudo.

O estudo realizado por Morillo-Rodriguez et al. (2012) concluiu que o efeito do BHT na
concentragdo 1,0 mM acrescido ao diluidor para sémen equino, ndo encontrou diferenga significativa
nos percentuais de membrana integra entre a populagdo de espermatozoides em comparagdo ao grupo
controle (ndo suplementado) corroborando com nossos resultados. A avaliacdo da concentracao ideal de
BHT para a refrigeragcdo de sémen equino é fundamental, uma vez que a geracdo controlada de ROS
estd associada com eventos de sinalizacdo e regulacdo de fungbes fisioldgicas normais, como
capacitacdo, hiperativacao espermatica e reacdo acrossomal, interferindo diretamente nos resultados de
fertilidade (Garcia et al., 2011). Sendo assim, a adi¢do excessiva de antioxidantes nos diluentes pode
neutralizar o estresse oxidativo, mas também pode interferir no papel fisiologico das ROS, resultando
em baixos indices reprodutivos.

Tabela 2. Quantificagdo de MDA em sémen pos-criopreservado de garanhdes diluido em Botucrio e acrescidos de doses de
BHT 0,5; 1,0; e 2,0mM e Extrato de mufumbo (Combretum leprosum) 30,60 e 120 mg analisados por Teste de
Peroxidacao Lipidica.

Tratamentos MDA
BHT 0,5 0.071 +0.067
BHT 1,0 0.070 + 0.006
BHT 2,0 0.070 + 0.002
Extrato 30 0.072 £ 0.005
Extrato 60 0.074 + 0.006
Extrato 120 0.004 +0.074
Controle 0.076 £0.018

Meédias com letras mindsculas iguais na coluna ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa (p-valor < 0,05). MDA: Malonaldeido.

O BHT foi testado em espermatozoides de bufalos (ljaz et al., 2009), touros (Ansari et al., 2011;
Shoae & Zamiri, 2008), bodes (Memon et al., 2011; Naijian et al., 2013), cdes (Neagu et al., 2010) e
suinos (Roca et al., 2004; Trzcinska et al., 2015), demonstrando aumento na motilidade, integridade de
membrana plasmatica e viabilidade espermatica. Todavia, ha poucos estudos avaliando a influéncia do
BHT sobre espermatozoides equinos e as avalia¢Oes, tanto em sémen refrigerado quanto congelado, ndo
demonstraram melhora na cinética e viabilidade espermética em relacdo ao grupo controle (Ball et al.,
2001; Morillo-Rodriguez et al., 2012).

O sémen equino quando submetido a criopreservacdo tem sua viabilidade e fertilidade reduzida
devido ao estresse oxidativo, resultado de um desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e
antioxidantes (Andrade et al., 2010; Watson, 2000). Ndo houve diferenca, pois os antioxidantes que
foram utilizados na diluicdo do sémen, ndo diminuiram a quantidade de radicais livres formados, e
consequentemente, ndo melhoraram a qualidade do sémen. Avaliando-se a capacidade do BHT e do
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extrato de mufumbo em conter a peroxidacao lipidica e producgdo de radicais livres apos teste de indugdo
da geracdo de ROS, observou-se diferenca significativa entre os grupos controle.

O resultado insatisfatério do extrato de mufumbo pode justificar-se pela auséncia de intera¢do deste
com a gema de ovo presente na composi¢do do diluente ndo sendo capaz de protegé-la das crioinjarias.
Esta hipdtese é embasada nos resultados de Khalifa et al. (2008) que, ao criopreservar sémen de
caprinos, obtiveram os melhores resultados com diluente a base de gema de ovo acrescidos de cisteina.

A suplementacdo nas doses 0,5, 1,0 e 2,0 mM de BHT ou nas doses de 30, 60 e 120 mg de extrato
de mufumbo ao diluidor Botucrio ndo influencia na qualidade seminal pds criopreservacdo, uma vez
que ndo diferiu estatisticamente do controle.
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