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Resumo:
Este estudo foi realizado para determinar o efeito de hidroxitolueno butilado (BHT) sobre a qualidade 
do sêmen canino congelado e descongelado, utilizando o diluidor à base de água de coco em pó (ACP-
106c). Para tanto, foram realizadas quinze coletas de sêmen provenientes de cinco cães. O sêmen 
obtido foi diluído em ACP-106c acrescido de glicerol e gema de ovo. As amostras foram então 
transferidas para tubos contendo diferentes concentrações de BHT (0; 0,5; 1,0 e 2,0 mM). Em seguida, 
as amostras foram envasadas, congeladas e armazenadas em nitrogênio líquido. O sêmen coletado foi 
avaliado in natura quanto aos seguintes parâmetros: coloração, volume da fração espermática, 
motilidade total, vigor, concentração, morfologia e funcionalidade de membrana espermática. Após 
uma semana, as amostras foram descongeladas e avaliadas por meio de análise computadorizada, 
como também foram realizadas análises da funcionalidade de membrana e da morfologia espermática. 
A motilidade progressiva no grupo BHT 2,0 mM foi significativamente superior (P < 0,05) do que a 
do grupo BHT 0 mM (27,6 ± 11,7% vs. 19,0 ± 9,5%, respectivamente). Em todos os demais 
parâmetros avaliados, não houve diferença entre os grupos testados. Portanto, conclui-se que a adição 
do BHT ao diluidor ACP-106c não afetou a qualidade do sêmen canino pós-descongelação.
Palavras-chaves: antioxidantes; cão; criopreservação; diluidores.

Abstract:
This study was conducted to determine the effect of butylated hydroxytoluene (BHT) on the quality 
of canine sperm frozen and thawed using the powdered coconut water based (ACP-106c) extender. 
Therefore, fifteen ejaculates were collected from five dogs. Semen obtained was diluted in ACP-106c 
added of glycerol and egg yolk. The samples were then transferred to tubes containing different 
concentrations of BHT (0, 0.5, 1.0 and 2.0 mM). After that, the samples were filled into straws, frozen 
and stored in liquid nitrogen. Fresh semen was evaluated for the following parameters: color, sperm 
fraction volume, total motility, vigor, concentration, morphology, and HOST test. After one week, 
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the samples were thawed and evaluated by computer analysis, as well as for membrane functionality 
and sperm morphology. Progressive motility in the 2.0 mM BHT group was significantly higher (P 
<0.05) than that of the 0 mM BHT group (27.6 ± 11.7% vs. 19.0 ± 9.5%, respectively). Regarding all 
other parameters evaluated, there was no difference between the groups tested. Therefore, the addition 
of BHT to the ACP-106c extender did not affect the quality of canine semen after thawing.
Keywords: antioxidants; cryopreservation; dog; extenders.
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Introdução

Um dos principais pontos que podem determinar o sucesso na criopreservação de sêmen é a escolha 
do melhor diluidor(1). Apesar de o diluidor à base de Tris ser reconhecido mundialmente como melhor 
diluente para sêmen de cães, tem sido proposta a utilização de diluentes alternativos, que forneçam 
uma excelente qualidade pós-descongelamento, que sejam de baixo custo e fácil preparo. Dentre 
esses, surge a água de coco em pó (ACP-106c)(2), a qual já foi utilizada na diluição do sêmen de cães 
para recuperação de espermatozoides epididimários(3), fertilização in vitro(4) e inseminação 
artificial(5), obtendo bons resultados. Entretanto, em relação à criopreservação de sêmen, 
independente do diluidor utilizado, sabe-se que ocorre uma significativa redução nos parâmetros 
espermáticos gerais(6), logo é necessária uma melhoria nos protocolos atuais de congelação.

Na criopreservação, é certo que ocorre um aumento na quantidade de espécies reativas de oxigênio 
(ERO), quando estes são capazes de danificar componentes celulares como DNA, lipídios e 
proteínas(7,8). O estresse oxidativo durante esse processo é a causa principal de morte celular e da 
baixa fertilidade após a inseminação artificial com sêmen descongelado(9). A geração de EROs é uma 
consequência normal do metabolismo oxidativo e está ligada diretamente a danos causados aos 
espermatozoides(10). A suscetibilidade particular da membrana espermática ao dano oxidativo se deve 
a um elevado conteúdo celular de ácidos graxos poli-insaturados e a uma deficiência de enzimas 
protetoras nos espermatozoides, visto que eles perdem a maior parte de seu citoplasma durante 
espermiogênese(11).

Uma maneira de superar os efeitos prejudiciais das EROs é a adição de compostos antioxidantes ao 
diluidor, para bloquear ou prevenir o estresse oxidativo(12). Existem muitas variedades de 
antioxidantes que podem ser utilizados, dentre eles o hidroxitolueno butilado (BHT). O efeito do BHT 
sobre a qualidade do sêmen já foi testado, obtendo-se excelentes resultados pós-descongelação em 
varrões(13), perus(12), búfalos(14), touros(15), bodes(16,17), carpas (Cyprinus carpio)(18) e homens(19). 
Entretanto, nos trabalhos já realizados em cães, é possível verificar resultados contraditórios, no qual 
Neagu et al.(20) descrevem uma melhoria na qualidade seminal em dois diluidores à base de Tris 
adicionados de BHT, enquanto no trabalho realizado por Sahashi et al.(21), os resultados não 
mostraram uma proteção eficiente aos espermatozoides que justificasse sua inclusão ao meio diluidor. 
Assim, é necessário verificar se a inclusão do BHT a outro diluente tão eficaz quanto o Tris pode 
contribuir ou não para a melhoria nos parâmetros seminais. Portanto, o objetivo deste trabalho foi 
verificar o efeito da adição do BHT em diferentes concentrações ao diluidor APC-106c para 
criopreservação do sêmen canino sobre a qualidade espermática após a descongelação.
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Material e Métodos

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais da Universidade 
Estadual do Ceará, registrado sob o número 11516625-4/66.

Previamente, foram selecionados para o experimento apenas aqueles animais que, após a avaliação 
da qualidade seminal, apresentaram ejaculados com motilidade total igual ou superior a 90% e vigor 
igual ou superior a 4. Foram utilizados cinco cães com idade entre dois a seis anos, sendo dois Pastores 
Alemães, um Retriever Labrador e dois Rottweilers, provenientes do canil da Polícia Militar do 
Estado do Ceará. Para cada cão, foram realizadas três coletas de sêmen por meio da técnica da 
manipulação digital com intervalo de uma semana para cada coleta de um mesmo animal. Os cães 
receberam alimentação à base de ração comercial peletizada super premium e tiveram acesso à água 
ad libitum. 

O sêmen coletado foi avaliado a fresco quanto aos seguintes parâmetros: coloração, aspecto, volume 
da fração espermática (mL), motilidade total (%), vigor (0-5), concentração (espermatozoides/mL), 
morfologia (% normais) e funcionalidade de membrana espermática  (%)(22). Os parâmetros de 
motilidade e vigor foram avaliados em uma alíquota de 10 µL da amostra de sêmen, através da 
microscopia óptica, em aumento de 100x. A concentração espermática foi verificada utilizando-se a 
câmara de Neubauer. Para a avaliação da morfologia foram realizados esfregaços de sêmen, corados 
com Rosa de Bengala e, posteriormente, avaliados utilizando-se um microscópio óptico (1000x), 
realizando análise em 200 células espermáticas. Os espermatozoides foram classificados como 
normais ou apresentando alterações morfológicas de acordo com a sua localização (cabeça, peça 
intermediária, cauda e acrossoma). Para o teste de funcionalidade de membrana (teste hiposmótico –
HOST), 10 µL de sêmen foi diluído em 90 µL de solução hiposmótica (300mOsm/L) e mantido em 
banho-maria a 38 ºC. Após 45 minutos, foram avaliadas 100 células em microscopia óptica em 
aumento de 400x. Os espermatozoides que apresentaram sua cauda enrolada foram considerados com 
membrana espermática funcional(23).

No laboratório, diferentes concentrações de 3,5-Di-tert-4-butylhydroxytoluene (BHT, SIGMA-
ALDRICH, São Paulo-SP, Brasil), sendo: 0,5 mM; 1,0 mM e 2,0 mM, e uma amostra sem BHT foram 
preparadas em tubos de ensaio junto com etanol pré-aquecido a 37 ºC(14).

Foi utilizado um diluidor à base de água de coco em pó (ACP-106c, ACP Biotecnologia®, Fortaleza-
Ceará, Brasil), que foi preparado de acordo com a orientação do fabricante. No local de coleta, o 
sêmen foi diluído em tubos de vidro já contendo o diluidor ACP-106c, juntamente com 10% de gema 
de ovo, 6% de glicerol, ainda sem o antioxidante. Após essa diluição em temperatura ambiente 
(aproximadamente 27 °C), as amostras foram armazenadas em recipientes com água e acondicionadas 
em caixa térmica com gelo reciclável (15 °C) por 40 minutos. Em seguida, as amostras foram 
refrigeradas a 4 ºC por 30 minutos em um refrigerador. Posteriormente, as amostras foram transferidas 
para tubos também resfriados a 4 °C, contendo as diferentes concentrações de BHT. Foram 
cronometrados 5 minutos após a diluição visando a captação do antioxidante pelos espermatozoides. 
Após esta etapa, o sêmen foi então envasado em palhetas de 0,25 mL, a uma concentração final das 
amostras de 100 x 106 espermatozoides/mL, e depois dispostas horizontalmente em rampa de 
congelação a uma altura de 5 cm do nível de nitrogênio líquido por cinco minutos e, finalmente, 
armazenadas em nitrogênio líquido(4).
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Uma semana após a congelação, foi realizada a descongelação em banho-maria a uma temperatura 
de 37 ºC por 1 minuto. Em seguida, as amostras de sêmen foram transferidas para tubos de vidro 
presentes no mesmo banho-maria. Feito isso, foram realizados esfregaços de sêmen para a avaliação 
da morfologia espermática conforme descrito para o sêmen fresco, um novo teste de funcionalidade 
de membrana e foi empregado o sistema de análise computadorizada do sêmen (CASA). Para a 
realização do CASA foram retirados 5 μL da amostra de sêmen presente no tubo de vidro e colocada 
em uma Câmara de Makler® (Sel-Medical Instruments, Haifa, Israel), previamente aquecida a 37 ºC 
e, finalmente, realizada a avaliação(3). As avaliações foram executadas através de um microscópio de 
contraste de fases acoplado a uma videocâmara adaptada ao sistema Sperm Class Analyser® (SCA, 
Microptic S.L., versão 5.2.0, Barcelona, Espanha). Três diferentes campos microscópicos, não 
consecutivos, foram selecionados aleatoriamente por varredura. As configurações do CASA foram: 
número de imagens adquiridas, (25 por segundo), contraste mínimo da célula 75; índice de 
progressão, 75%; velocidade mínima (VAP – velocidade média da trajetória), 10, e velocidade média 
(VAP), 55(24). Os parâmetros mensurados para cada amostra foram: motilidade total (MT) (%), 
motilidade progressiva (MP) (%), velocidade curvilinear (VCL) (µm/s), velocidade progressiva 
(VSL) (µm/s), velocidade média da trajetória (VAP) (µm/s), índice de linearidade (LIN) (%), índice 
de progressão (STR) (%), amplitude lateral da cabeça (ALH), frequência de batimento cruzado 
(BCF)(24).

Os dados foram checados quanto à sua normalidade pelo teste de Shapiro–Wilk e quanto à 
homocedasticidade pelo teste de Levene, usando o software estatístico StatView 5.0. Valores 
expressos em porcentagem foram transformados em Arcoseno antes da análise. A comparação entre 
os diferentes tratamentos foi realizada por meio de análise de variância, seguida do teste t de Student. 
Os dados foram expressos sob a forma de média ± desvio padrão. Diferenças foram consideradas 
significativas quando p < 0,05.

Resultados

Em todas as coletas de sêmen, foi utilizada apenas a segunda fração do ejaculado (fração 
espermática). Não foram verificadas falhas nas coletas, sendo obtido sêmen em todas as tentativas. 
Em adição, não foram constatadas contaminações com urina ou sangue, sendo todas de coloração 
branca e aspecto leitoso. Os parâmetros seminais avaliados a fresco encontram-se na tabela 1.

Quanto à análise do sêmen descongelado, a motilidade progressiva do grupo adicionado de BHT 2,0 
mM foi significativamente superior ao grupo sem BHT (27,6 ± 11,7% vs. 19 ± 9,5%, P<0,05). Os 



5

Cienc. anim. bras., Goiânia, v.19, 1-9, e-45896, 2018

SILVA, H.V.R. et al.

grupos adicionados de BHT 0,5 e 1,0 mM não diferiram dos demais. Os demais parâmetros avaliados 
pela CASA, bem como a funcionalidade de membrana espermática não foram afetados pela adição 
de BHT. A percentagem de espermatozoides morfologicamente normais reduziu significativamente 
(P<0,05) em todos os grupos comparados à amostra in natura. No entanto, a concentração de BHT 
não influenciou a morfologia espermática após a descongelação (P<0,05 – Tabela 2).

Discussão

Os valores encontrados inicialmente para os parâmetros de motilidade total, vigor, concentração, 
morfologia normal e funcionalidade da membrana do sêmen fresco, refletem uma excelente qualidade 
espermática encontrada nestes machos. Tais fatores são um bom indicativo de fertilidade, como 
também é possível afirmar que as amostras se encontram aptas à congelação(25).

Em relação aos valores encontrados após a descongelação, foi possível perceber uma melhor 
qualidade da motilidade progressiva dos espermatozoides na concentração de 2,0 mM de BHT 
(27,6%), quando comparado ao grupo sem o antioxidante (19,0%). Esse resultado difere do 
encontrado por Ghorbani et al.(19) em humanos, pois relataram que concentrações de BHT superiores 
a 0,5 mM resultaram em menor motilidade e viabilidade espermática provavelmente devido a um 
aumento de ânions superóxido e H2O2 nos espermatozoides. Khumran et al.(26) relataram uma 
toxicidade causada pelo BHT, quando este é utilizado em concentrações maiores de 1 mM em sêmen 
de touros, levando a redução da motilidade e da viabilidade espermática. O mecanismo relacionado 
à toxicidade deste antioxidante ainda não se encontra totalmente elucidado, mas, ao que parece, o 
espermatozoide do cão parece ser mais resistente a este efeito deletério.

Nos demais parâmetros espermáticos avaliados pelo software SCA®, não foram verificadas 
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diferenças entre os grupos avaliados. Resultado similar foi descrito por Neagu et al.(20), que avaliaram 
a ação do antioxidante sobre o sêmen canino diluído em dois diferentes diluidores, o Uppsala e o 
INRA-96, sendo também verificado que a adição do BHT não interfere nos parâmetros das 
motilidades total e linear e das velocidades linear, curvilinear e média.

Com a adição do BHT, esperava-se que houvesse uma maior proteção à membrana espermática(20,27). 
Por ser solúvel em lipídios, o BHT tem a propriedade adicional de aumentar a fluidez das membranas 
espermáticas(28), melhorando assim a viabilidade dos espermatozoides através da proteção à 
membrana celular. Entretanto, não foi verificada uma proteção efetiva, pois os resultados das 
amostras com BHT não foram superiores ao grupo controle na análise de funcionalidade de 
membrana. Esse resultado demonstrou uma ineficiência do antioxidante em um dos principais sítios 
onde sua proteção deveria ser efetiva, pois a membrana plasmática dos espermatozoides é o principal 
local onde os EROs interagem devido à presença de uma maior quantidade de ácidos graxos poli-
insaturados(29,30).

Com exceção da motilidade espermática, nos demais parâmetros avaliados, as amostras adicionadas 
de BHT em nenhum momento obtiveram resultados superiores ao grupo controle, independente da 
concentração utilizada. O mecanismo de ação de BHT em células espermáticas é principalmente 
através de uma proteção dos lipídios da membrana, contra uma desnaturação química feita pelos 
EROs. As células podem, portanto, manter a morfologia básica e seu estado fisiológico como um 
resultado das ações de proteção efetuadas pelo BHT(26).

Os resultados observados para a concentração de 0,5 mM não diferiram dos resultados encontrados 
sem a inclusão do BHT ao sêmen diluído. Da mesma forma foi descrito por Anderson et al.(31), em 
que a adição de 0,5 mM de BHT ao diluidor seminal antes da congelação não melhorou a taxa de 
fertilidade em touros. Outros trabalhos com bovinos também relataram que a adição do BHT não 
melhora a qualidade seminal(32).

No estudo realizado por Sahashi et al.(21), que também avaliaram o sêmen canino descongelado, foi 
verificado que não há diferença significativa entre as amostras sem o BHT das amostras com BHT 
até a concentração de 0,8 mM. A redução na qualidade espermática foi verificada apenas na 
concentração mais alta (1,6 mM), assim, diferenciando de nosso trabalho no qual a concentração de 
2,0 mM foi a mais alta utilizada e a única que apresentou melhor resultado que o grupo sem BHT em 
relação à motilidade progressiva, mas não diferindo nos demais parâmetros avaliados. 
Provavelmente, isso denota uma interação bioquímica diferenciada entre o BHT e os componentes 
do diluente ACP-106c, o que deve então favorecer a motilidade dos espermatozoides caninos.

O efeito da proteção de danos conferida aos espermatozoides pelo BHT depende da espécie, da 
concentração de BHT, da composição da membrana celular, do tempo de incubação e, 
principalmente, do tipo de diluidor(1). Entretanto, dos trabalhos realizados na espécie canina, os 
diluidores até então testados eram à base de Tris e, mesmo assim, foram obtidos resultados 
contraditórios.

Conclusão

No presente estudo, a inclusão de BHT ao diluidor ACP-106c obteve resultado superior ao grupo 
controle somente em relação à motilidade progressiva, enquanto, nos demais parâmetros, foi 
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indiferente, assim não havendo justificativa para sua adição ao meio diluidor. Logo, conclui-se que a 
adição do BHT ao diluidor ACP-106c não afetou a qualidade do sêmen canino pós-descongelação.
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