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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito do acido docosa-hexaenoico (DHA), associado ou nio ao Trolox®, na refrigeragdo
de sémen de garanhdes da raca Mangalarga Marchador. Foram refrigerados 10 ejaculados nos diluidores: D1)
BotuSémen® (BS; controle); D2) BS + 30ngmL™ de DHA (BS30DHA); D3) BS30DHA + 40puM de Trolox®
(BS30DHA40T); D4) BS + 50ngmL™ de DHA (BS50DHA); D5) BS50DHA + 40uM de Trolox®
(BS50DHA40T). Ap0s 48 horas de refrigeracdo, foram avaliados os pardmetros de movimento espermatico, a
integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica e a longevidade espermatica. Todos os diluidores
testados preservaram, de forma semelhante, a motilidade, a linearidade, a retilinearidade, a amplitude do
deslocamento lateral da cabeca, a frequéncia do batimento flagelar cruzado, o percentual de hiperativos e a
integridade estrutural e funcional da membrana espermatica (P>0,05). O diluidor BSS0DHA foi superior ao
BS30DHA40T em preservar a VCL e a VSL e foi superior a0 BS30DHA40T e ao BSS50DHA40T em preservar
a VAP e o indice de oscilagdo (P<0,05). Conclui-se que o uso do Trolox® em diluidores utilizados para
refrigeragdo de sémen de garanhdes contendo acido docosa-hexaenoico, nas concentrages propostas, ndo é
indicado por alterar pardmetros de movimento espermatico considerados importantes para a fertilidade.

Palavras-chave: antioxidante, acidos graxos, espermatozoide, criopreservagao, equino
ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of docosahexaenoic acid (DHA), associated or not with
Trolox®, in extenders for cooling semen from Mangalarga Marchador stallions. Ten ejaculates were cooled in
the following diluents: D1) BotuSemen® (BS; control); D2) BS + 30ngmL™ DHA (BS30DHA); D3) BS30DHA
+ 40uM Trolox® (BS30DHA40T); D4) BS + 50ngmL™ DHA (BS50DHA); D5) BS50DHA + 40uM Trolox®
(BS50DHA40T). After 48 hours of refrigeration, the sperm movement, structural and functional integrity of the
plasma membrane and sperm longevity were evaluated. All extenders tested similarly preserved motility,
linearity, straightness of trajectory, amplitude of lateral head displacement, beat cross frequency, hyperactive,
the structural and functional integrity of the sperm membrane (P> 0.05). The BSS0DHA extender was superior
to BS30DHA40T in preserving VCL and VSL and was superior to BS30DHA40T and BS50DHA40T in
preserving VAP and oscillation index (P< 0.05). It is concluded that the use of Trolox® in extenders for cooling
stallion sperm containing docosahexaenoic acid at the proposed concentrations is not indicated because it
alters sperm movement parameters considered important for fertility.

Keywords: antioxidant, fatty acids, sperm, cryopreservation, equine

INTRODUCAO auxiliando na difusdo da técnica de inseminagéo

artificial, pois a utilizacdo de sémen congelado

O uso do sémen refrigerado e transportado em nessa espécie encontra vérios fatores limitantes
calxas Isotermicas € uma pratica corriqueira na para se tornar rotina (Loomisl 2006),
indUstria equina em varias partes do mundo, principalmente, em decorréncia de a taxa de

fertilidade obtida ser mais baixa. Um dos
principais entraves para sua utilizacdo esta
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relacionado a propria espécie, pois muitos
garanhdes possuem caracteristicas de viabilidade
espermatica insatisfatérias pos-descongelacao
(Alvarenga e Carmo, 2007). Diante disso, 0 uso
do sémen refrigerado € uma forma mais viavel de
maximizar o aproveitamento desses garanhdes
(Vidament et al., 1997). Vale ressaltar que 0s
reprodutores da raca Mangalarga Marchador
integram 0 grupo de animais que possuem
espermatozoides sensiveis as técnicas de
criopreservacdo (Alvarenga et al., 2005).

Um dos prejuizos decorrentes do processo de
criopreservacdo é a deterioracdo oxidativa de
lipidios  poli-insaturados da  membrana
plasmética dos espermatozoides, 0s quais sdo
componentes celulares mais atingidos pelas
espécies reativas ao oxigénio (ROS), resultando
em lesbes lipoperoxidativas responsaveis por
inviabilizar essa célula para o processo de
fertilizacdo do odcito (Alvarez et al., 2006), em
decorréncia da diminuicdo da motilidade, de
lesbes na membrana plasmatica e de
fragmentacdo do DNA, acarretando queda da
fertilidade (\Varner et al., 2015).

Portanto, o acréscimo de &cidos graxos poli-
insaturados (PUFAs) na membrana plasmatica
pode beneficiar a motilidade e demais
pardmetros do espermatozoide durante seu
armazenamento refrigerado (Takahashi et al.,
2012), a exemplo do DHA, que, ao ser
adicionado ao diluidor, é incorporado pela
membrana plasmatica celular (Nasiri et al., 2012;
Towhidi e Parks, 2012). No entanto, as duplas
ligacBes presentes nos PUFAs sdo facilitadoras
da lipoperoxidagdo iniciada principalmente pelo
radical hidroxila, levando a uma reacdo em
cascata (Ball e Vo, 2002), que pode ocasionar
alteracdo da fluidez da membrana plasmética e
comprometer a fertilizacdo (Sanocka e Kurpisz,
2004). E importante salientar que as membranas,
plasmatica e acrossomal, sdo protegidas pelo
alfatocoferol, capaz de cessar a reagdo em cadeia
da lipoperoxidacdo em biomembranas (Sikka,
2004). O Trolox®, seu analogo hidrossoltvel,
possui potente propriedade antioxidante (Wu et
al., 1991).

Diante do exposto, espera-se que a associagdo do
DHA com o antioxidante Trolox® em diluidores
seminais possa melhorar a resisténcia dos
espermatozoides durante o transporte refrigerado
e garantir melhores taxas de prenhez. Por isso,
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objetivou-se avaliar o efeito de duas diferentes
concentragdes de DHA, associado ou ndo a uma
concentragdo fixa de Trolox®, sobre os
espermatozoides refrigerados de garanhdes da
raca Mangalarga Marchador.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacio Animal Ceua/Uesc da
Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
Bahia, Brasil, com o ndimero de protocolo
004/16. Todos os reagentes utilizados foram
puros para analise e adquiridos da empresa
Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA).

O experimento foi realizado em haras localizado
no municipio de Itabuna, Bahia, Nordeste, Brasil
(latitude 14°47'08"S, longitude 39°16'49"W,
altitude 54m e 4&rea 443km? mesorregido
geogréfica do Sul Baiano), em agosto de 2017. O
local possui clima tropical chuvoso, bioma mata
atlantica, pluviosidade média anual de 1.300mm
e temperatura média anual de 23,6°C, umidade
acima de 80% (Anuario, 2017). As analises
seminais foram realizadas no Laboratorio de
Reproducdo Animal da Universidade Estadual de
Santa Cruz.

Foram utilizados 10 garanhdes saudaveis da raca
Mangalarga Marchador, com idade variando
entre sete e nove anos, com escore da condigdo
corporal 3,5. Foram feitas duas coletas em cada
garanhdo, com intervalo de uma hora, com
vagina artificial modelo Botucatu® (Botupharma,
Botucatu, SP, Brasil), com temperatura interna
entre 42 e 45°C e auxilio de uma fémea em estro
como manequim. O primeiro ejaculado de cada
garanhdo foi descartado, e 0 segundo submetido
ao processo de refrigeracdo para minimizar
possiveis variacfes de qualidade espermatica,
tendo em vista que nem todos os garanhdes
estavam sob o mesmo regime de coleta de
sémen.

A frag8o gel do ejaculado foi removida com o
auxilio de um filtro de nylon (Minitube®,
Alemanha), e o volume do ejaculado mensurado
em proveta graduada. Todos os ejaculados foram
avaliados macro e microscopicamente segundo o
CBRA (Manual..., 2013), antes da refrigeragdo.
Somente os ejaculados com motilidade minima
de 60%, vigor espermatico de 3 e 70% de
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espermatozoides  morfologicamente  normais
foram refrigerados.

O DHA e o Trolox® foram adicionados aos
diluidores de sémen ap6s o preparo de uma
solucdo estoque. A solucéo estoque de DHA foi
calculada considerando seu peso molecular de
328,49g/mol e diluida em 100mL de solugdo de
etanol a 0,05% (76,1058 x 10™mol/L). A solucéo
estoque de Trolox® foi preparada e diluida em
solucédo de Tris-acido citrico (Maia et al., 2010),
considerando seu peso molecular de 250,29g/mol
(a 10mM; 0,0125g de Trolox em 5mL de tampéo
Tris). O sémen a ser refrigerado foi dividido e
diluido (sémen:diluidor) para concentracdo de
50x10° espermatozoides/mL nos seguintes
diluidores a 37°C: D1) BotuSémen® (BS;
controle); D2) BS + 30ngmL" de DHA
(BS30DHA); D3) BS30DHA + 40uM de
Trolox® (BS30DHA40T); D4) BS + 50ngmL™
de DHA (BS50DHA); D5) BS50DHA + 40uM
de Trolox® (BS50DHA40T).

Apos a diluicdo, as amostras de sémen de cada
garanhdo foram acondicionadas em tubos
cbnicos de centrifugacdo de 15mL, em um
sistema de armazenamento e transporte do tipo
BotuFLEX® (Botupharma, Botucatu, SP, Brasil),
os quais foram lacrados por um periodo de 48
horas. A temperatura final do armazenamento do
sémen refrigerado adotada no sistema isotérmico
BotuFLEX® foi de 5°C apés queda de
aproximadamente 0,05°C/min. Para isso, foram
utilizados dois gelos reciclaveis proprios da caixa
térmica e um tubo extra contendo agua, para
garantir o volume méaximo de liquido (200mL)
em seu interior, preconizado pelo fabricante.

Transcorrido o periodo de 48 horas, as amostras
foram retiradas da BotuFLEX® e colocadas em
banho seco a temperatura de 37°C para avaliacdo
dos parametros de movimento espermatico,
integridade estrutural e funcional da membrana
plasmatica e morfologia espermética. O
movimento espermatico foi avaliado apds cinco e
120 minutos de incubacdo a 37°C, por um
sistema computadorizado Sperm Class Analyser®
(SCA®; Microptics S.L, v.5.2, Barcelona,
Espanha). Os padrdes utilizados do programa
foram: 25 imagens/segundo com 25Hz; tamanho
de particula capturado entre 4 e 75um/m’
espermatozoides considerados imoveis <10um/s,
lento <45um/s, médios de 45 a 90um/s e rapido
acima de 90um/s. Foram avaliados os seguintes
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parametros: motilidade, linearidade (LIN),
retilinearidade (STR), indice de oscilagao
(WOB) e hiperativos, expressos em porcentagem
(%); velocidade curvilinear (VCL), velocidade
linear progressiva (VSL) e velocidade média do
trajeto (VAP), expressas em micrémetros por
segundos (um/s); amplitude do deslocamento
lateral da cabeca espermatica (ALH), expressa
em micrometros (um); e frequéncia do batimento
flagelar cruzado (BCF), expressa em Hertz (Hz).

A integridade estrutural das membranas
plasmatica e acrossomal foi avaliada utilizando-
se um microscépio fluorescente  (400x;
Olympus® BX31) apés a coloracdo do
espermatozoide com corantes fluorescentes
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA) e
iodeto de propidio (IP) (Harrison e Vickers,
1990). A coloracdo com CFDA foi avaliada
usando-se 0 conjunto padrdo de filtro de
fluoresceina, enquanto a coloragdo com IP foi
avaliada usando-se o conjunto padréo de filtros
de rodamina. Foram  analisados 200
espermatozoides por amostra.

A integridade funcional da membrana plasmatica
foi avaliada utilizando-se o teste hiposmético
(HOST), com 50uL da amostra diluida em
500uL de uma solucdo de sacarose a
100mOsmol/L. As amostras diluidas foram
primeiramente incubadas em banho seco a 37°C,
durante 30 minutos, e posteriormente foram
fixadas com 250uL de solugdo de citrato de
sodio formolizado a 4%. Foram avaliadas 200
células usando-se um microscopio de contraste
de fase (1000x; Olympus® BX31). A
porcentagem de células reativas ao HOST e
funcionalmente integras foi calculada de acordo
com o método de Melo e Henry (1999),
conforme a seguir: HOST% = % de alteracdes na
regido da cauda ap6s o HOST - % de alteracdes
na regido da cauda antes do HOST, identificadas
na avaliagdo da morfologia espermatica, antes de
submeter as amostras ao HOST. A morfologia
espermatica foi avaliada por meio da técnica de
preparacdo Umida, em amostras fixadas em
citrato de sodio formolizado a 4%, apdés o
processo de refrigeracdo. Foram avaliadas 200
células, mediante o uso de um microscopio de
contraste de fase (1000x; Olympus® BX31).

O desenho experimental foi em blocos ao acaso,

considerando-se o garanhdo como um bloco. Foi
utilizada analise de variancia para testar as
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diferencas entre o0s tratamentos. Todos o0s
pressupostos foram testados e, quando violados,
foi utilizada a transformacao boxcox por meio da
fungdo “boxcox” do pacote MASS, versdo 7.3-
41. O teste de Tukey foi utilizado para as
comparagdes multiplas, e o de Friedman para as
variaveis com violacdo dos pressupostos da
ANOVA. As variaveis transformadas foram:
VCL, ALH e hiperativos. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Todas as
andlises foram feitas com o auxilio do R Core
Team (2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Depois do processo de refrigeracdo, houve uma
diminuigdo acentuada da qualidade seminal,
tendo em vista que as caracteristicas
macroscopicas e microscopicas do sémen fresco,
antes da refrigeracdo, foram: volume médio de

40,7+14,9mL, motilidade total média de
79,5+4,4%, motilidade progressiva média de
73,5+5,8%, vigor espermatico médio de 3,85+0,6
(escala 0-5), percentual de espermatozoides
morfologicamente normais e com membrana
funcionalmente integra de 73,8+8,3 e 55,7+8,0,
respectivamente.

Todos os diluidores preservaram, de forma
semelhante, a motilidade, a LIN, a STR, o ALH,
a BCF e os hiperativos, além da integridade
estrutural e funcional das membranas apés 48
horas de armazenamento e refrigeracdo (P>0,05).
No entanto, o diluidor adicionado de 50ngmL™
de DHA foi superior ao adicionado de 30ngmL™
de DHA e 40uM de Trolox® em preservar a VCL
e a VSL dos espermatozoides (P<0,05) e superior
ao diluidor adicionado de 30ngmL™ e 50ngmL™
de DHA contendo 40pM de Trolox® para
preservar a VAP e 0 WOB (P<0,05; Tab. 1).

Tabela 1. Parametros de viabilidade espermatica apds 48 horas de armazenamento do sémen refrigerado a
5°C, em diluidor BotuSémen®, com ou sem Trolox® e com diferentes concentragées de DHA

Diluidores
. BS BS BS BS BS
Parametros ODHA  30DHA  30DHA 50DHA  50DHA  E°M  P-valor

0T 0T 40T oT 40T
Motilidade (%) 23,0 20,6 30,8 28,3 29,7 31 0,10
VCL (um/s) * 36,2 35,1% 28,9° 39,5° 33,2%® 0,0 0,00
VSL (um/s) 14,6% 14,3%® 9,6 19,3 13,4% 1,5 0,00
VAP (um/s) 22,0® 21,2% 14,6° 26,0° 18,0° 1,9 0,00
LIN (%) 41,1 41,0 35,0 48,4 39,8 3,0 0,05
STR (%) 68,3 68,4 66,1 72,8 72,8 2,6 0,27
WOB (%) 60,2%° 59,8% 52,3 65,8 54,5 2,5 0,00
ALH (um) * 33 2,8 31 2,6 2,8 08 0,06
BCF (Hz) 10,7 9,5 10,7 8,2 9,6 0,7 0,11
Hiperativos (%)* 2,4 2,8 31 2,6 2,8 0,1 0,36
CFDA+ (%) 33,9 30,7 34,0 35,0 40,0 2,3 0,08
HOSTT (%) 14,1 20,9 22,6 18,2 217 3,1 0,31

D1) BotuSémen® (BS) (controle); D2) BS + 30ngmL-1 de DHA (BS30DHA); D3) 30DHA + 40uM de Trolox®
(BS30DHA40T); D4) BS + 50ngmL-1 de DHA (BS50DHA); D5) 50DHA + 40uM de Trolox® (BS50DHA40T).
Parametros avaliados pelo SCA® apés a refrigeracdo: motilidade; velocidade curvilinear (VCL); velocidade linear
progressiva (VSL); velocidade média do trajeto (VAP); linearidade (LIN); retilinearidade (STR); index de oscila¢do
(WOB); amplitude do deslocamento lateral da cabega (ALH); hiperativos; frequéncia do batimento flagelar cruzado
(BCF). Espermatozoides com membrana estrutural integra (CFDA+). Espermatozoides reativos ao teste hiposmotico
e funcionalmente integros (HOSTT). ®As letras sobrescritas indicam diferencas dentro da linha (P<0,05).*Variaveis

transformadas por meio da fun¢do Box Cox.

Foi possivel identificar que oito dos 10
garanhdes utilizados no experimento foram
considerados garanhdes “bad coolers”, segundo
Brinsko et al. (2000), em decorréncia de o
processo de refrigeracdo ter reduzido o
percentual de espermatozoides moéveis em mais
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de 40%, pois estes apresentaram motilidade
inferior a 30% depois de 48h de refrigeracao.
Para essa categoria de garanhdes, foi possivel
perceber que a VCL foi mais bem preservada nos
diluidores contendo DHA sem Trolox® (P<0,05),
e a VSL e a VAP foram mais bem preservadas
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nos diluidores controle e contendo DHA sem
Trolox® (P<0,05; Tab. 2). A VCL e a VSL séo
pardmetros que afetam a probabilidade de
gestagdo (Silva et al., 2017) e, de acordo com
Vidament (2005), os valores de VAP interferem
na taxa de prenhez por ciclo. Os pardmetros de

motilidade, LIN, STR, ALH, BCF e integridade
estrutural e funcional das membranas foram
preservados de forma semelhante em todos os
diluidores utilizados no processo de refrigeracdo
para esses garanhdes (P>0,05).

Tabela 2. Pardmetros de movimento espermatico apés 48 horas de armazenamento do sémen de
garanhdes “bad coolers” refrigerado a 5°C em diluidor BotuSémen®, com ou sem Trolox® e com

diferentes concentrages de DHA

Diluidores
. BS BS BS BS BS
Parametros ODHA  30DHA  30DHA 50DHA  50DHA  E°M  P-valor
0T 0T 40T 0T 40T
VCL (um/s) 25,0° 26,9 ° 21,0° 31,2° 22,3° 2,47 0,039
VSL (um/s) 11,0° 12,2° 7.8° 15,0° 87" 1,38 0,003
VAP (um/s) 16,2 ° 17,42 11,6° 20,9° 11,9° 1,80 0,002

D1) BotuSémen® (BS) (controle); D2) BS + 30ngmL-1 de DHA (BS30DHA); D3) 30DHA + 40uM de Trolox®
(BS30DHA40T); D4) BS + 50ngmL-1 de DHA (BS50DHA); D5) 50DHA + 40uM de Trolox® (BS50DHA40T).
Parametros avaliados pelo SCA® ap6s a refrigeracéo: velocidade curvilinear (VCL); velocidade linear progressiva
(VSL); velocidade média do trajeto (VAP). ® As letras sobrescritas indicam diferencas dentro da linha (P<0,05).

Para garantir melhor velocidade de movimento
dos espermatozoides de garanhdes considerados
“bad coolers”, o diluidor seminal pode ter, na
sua formulagéo, a adicdo de 30 ou 50ngmL™ de
DHA. Sabe-se que o DHA tem a capacidade de
remodelar os glicerofosfolipideos da membrana

plasmética e que estes, junto com 0s
seminolipideos, s8o essenciais para Vvarias
fungdes do espermatozoide equino, como:

motilidade, ligagdo com a zona pelucida e
fertilizagdo (Wood et al., 2016). E sabido
também que o0 sémen que apresenta
espermatozoides com maior velocidade produz
mais de 50% de odcitos fertilizados do que o
sémen com espermatozoides com baixa
velocidade, sendo, nesses casos, a taxa de
fertilizagdo de o6cito menor que 50% (Verstegen
et al., 2002).

A VAP e 0 WOB foram mais bem preservados
nas amostras refrigeradas em diluidor contendo
50ngmL™ de DHA sem Trolox® do que nas
amostras com menor ou a mesma quantidade de
DHA associado com Trolox®,
independentemente da categoria do garanh@o.
Para os garanhdes “bad coolers”, a inclusdo do
Trolox® ao diluidor teve efeito negativo nos
pardametros de velocidade espermatica. Além
disso, nas condicdes deste estudo, a inclusdo de
Trolox® ndo foi favordvel para pardmetros
cinéticos associados a fertilizacdo, pois a
habilidade do espermatozoide em percorrer o

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.72, n.1, p.71-78, 2020

trato reprodutivo da fémea e penetrar no odécito
depende da resisténcia exercida pela secrecéo ali
presente e do potencial hidrodinamico permitido
pela curvatura flagelar. As propriedades
cineméticas definem a sua forca de propulséo,
fato associado as diferencas na eficiéncia de
migracdo entre espermatozoides de alguns
machos (Cox et al., 2006).

O tratamento do sémen com alfatocoferol,
combinado ou ndo com o DHA, foi descrito para
algumas espécies domésticas, tais como caprina
(Ansari et al., 2012), bovina (Nasiri et al., 2012),
equina (Sabatini et al., 2012), suina (Jeong et al.,
2008) e canina (Michael et al., 2007), com
resultados diversos, tanto favordveis como
desfavoraveis ao seu uso. Esses efeitos
contraditérios podem estar relacionados, em

primeiro lugar, com as diferencas de
susceptibilidade a peroxidacdo lipidica da
membrana dos espermatozoides entre as
espécies,  principalmente  relacionadas a

diferengas nos contelidos de antioxidantes e/ou
na composicdo do plasma seminal. O dano
oxidativo provavelmente afeta, de forma
diferente, as  diversas  estruturas  dos
espermatozoides, e isso pode variar entre as
espécies. Por outro lado, a acdo do alfatocoferol
pode variar com a dose considerada de radicais
hidroxilicos presentes e, de fato, pode se
comportar como um estimulador de oxidacdo ao
invés de um antioxidante (Cao e Cutler, 1993).
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A capacidade de neutralizacdo do radical possivel identificar dois garanhdes considerados
hidroxila pelo Trolox® diminui quando este é “good coolers”, com qualidade seminal pds-
usado em altas concentragdes. Entdo, o refrigeracdo muito superior aos “bad coolers”.
mecanismo envolvido na diminuicdo da sua Isso pode explicar um pouco os resultados do
capacidade antioxidante quando em altas presente estudo, tendo em vista que esses
concentragdes pode estar relacionado a sua reprodutores foram responsaveis por dificultar a
ligacdo com os radicais hidroxila e outros identificagdo de diferengas minimas entre um ou
radicais de oxigénio produzidos na presenca de outro diluidor. Ademais, Elhordoy et al. (2008)
H,0, e Cu®* e, assim, conduzir & formacgdo de chamaram atencdo para o fato de que a
muitos outros radicais. Percebe-se que os efeitos suplementacdo oral de DHA sé resultou em
benéficos de um antioxidante acontecem aumento da producdo diaria de espermatozoides,
respeitando-se um  determinado intervalo. bem como em melhoria da qualidade seminal,
Existem diversos tipos de radicais produzidos no diante do processo de refrigeracdo e congelacdo
sémen, e a protecdo antioxidante contra estes em garanhdes com baixa qualidade de sémen e
pode ndo estar relacionada positivamente com considerados “bad coolers/bad freezers”.

suas concentragdes (Cao et al., 1993).
Depois que as amostras ficaram 120 minutos no

A inclusio de DHA e Trolox® em diferentes teste de termorresisténcia (TTR) lento, ndo foi
combinagbes ndo maximizou o efeito observada superioridade de um diluidor sobre o
crioprotetor do diluidor controle sobre varios outro, exceto para VSL e VAP (Tab. 3). Esses
parametros de viabilidade espermatica, como: parametros apresentaram maiores valores nas
motilidade, integridade estrutural e funcional, amostras refrigeradas no diluidor com 50ngmL™
LIN, STR, ALH, BCF e hiperativos, de DHA e menores no diluidor que continha
independentemente da categoria do garanhdo. E Trolox® (P<0,05). A motilidade espermética e a
sabido que garanhGes com boa qualidade seminal sua capacidade de produzir energia na forma de
e boa resisténcia ao processo de criopreservagdo ATP sdo atributos importantes do
respondem de forma semelhante a diferentes espermatozoide que garantem o potencial
tipos de diluidores. No presente estudo, foi fertilizante da amostra (Layek et al., 2016).

Tabela 3. Pardmetros de movimento, ap6s 120 minutos de TTR, dos espermatozoides equino armazenados
refrigerados a 5°C em diluidor BotuSémen®, com ou sem Trolox® e com diferentes concentracdes de
DHA

Diluidores
. BS BS BS BS BS
Parametros ODHA  30DHA  30DHA 50DHA  50DHA =M P-valor

0T 0T 40T 0T 40T
Motilidade (%) ~ 14,9 17,0 18,4 19,6 16,3 1,4 0,96
VCL (pm/s) ' 16,5 20,3 15,6 25,3 16,5 1,4 0,07
VSL (um/s) ' 7,8° 10,1%* 5,4° 11,2 6,1 0,4 0,02
VAP (um/s) ' 11,0® 15,7 7,8° 16,5° 8,8° 0,7 0,01
LIN (%) ' 26,9 29,7 20,9 25,6 22,1 1,3 0,12
STR (%)~ 41,6 44,4 41,5 39,9 41,1 4,9 0,98
WOB (%) 38,4 40,1 30,0 38,0 32,0 43 0,24
ALH (um) * 1,5 1,4 1,7 1,5 1,6 0,2 0,29
BCF (Hz) ~ 49 55 6,5 4,9 58 0,7 0,06
Hiperativos (%) 0,8 1,3 1,1 2,0 1,1 0,2 0,74

D1) BotuSémen® (BS) (controle); D2) BS + 30ngmL-1 de DHA (30DHA); D3) 30DHA + 40uM de Trolox®
(30DHA40T); D4) BS + 50ngmL-1 de DHA (50DHA); D5) 50DHA + 40uM de Trolox® (50DHA40T). Parmetros
avaliados pelo SCA®: motilidade; velocidade curvilinear (VCL); velocidade linear progressiva (VSL); velocidade
média do trajeto (VAP); linearidade (LIN); retilinearidade (STR); index de oscilagdo (WOB); amplitude do
deslocamento lateral da cabeca (ALH); frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF); hiperativos. bAS letras
sobrescritas indicam diferencas dentro da linha (P<0,05). 'Teste de Tukey. “Teste de Friedman.
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Efeito do acido...

A motilidade pode ser influenciada
positivamente pela adi¢do de DHA ao meio, pois
é conhecido que a incorporacdo desse acido
graxo na membrana plasmatica proporciona
alteracdo de sua composi¢cdo por meio do
incremento da proporg¢do entre ®-3:0-6 (Towhidi
e Parks, 2012), favorecendo a sua fluidez e
melhorando a motilidade e a intensidade do
movimento (Connor et al., 1998). Assim, a
adicdo do DHA ao diluidor, apesar de ndo ter
maximizado o efeito do diluidor controle sobre
varios parametros, manteve a VSL e a VAP com
valores superiores aos diluidores contendo DHA
e Trolox®, mesmo depois de 48 horas de
refrigeracdo e duas horas de TTR.

Por outro lado, os menores valores de velocidade
espermatica encontrados nas amostras contendo
Trolox® podem ser devido ao fator concentragéo
inadequada  utilizada  nesta  combinacdo
crioprotetora, que pode ter influenciado na sua
capacidade de neutralizacdo do radical hidroxila
(Cao et al., 1993) ou gerado reagdes bioquimicas
indesejaveis que comprometeram a intensidade
do movimento.

CONCLUSAO

A inclusdo de DHA associado ao Trolox® néo
maximizou o efeito do diluidor controle em
amostras de sémen de garanhGes Mangalarga
Marchador refrigerados por 48 horas. Entretanto,
a inclusdo isolada de DHA ao diluidor de
refrigeracdo melhorou a velocidade espermatica
de garanhdes ‘“bad coolers” e preservou a
longevidade dessa caracteristica espermaética
durante o tempo de incubagdo no TTR. O uso do
Trolox® em diluidor de refrigeragio de sémen
contendo DHA, nas doses estudadas, ndo é
indicado por alterar negativamente parametros de
movimento espermatico considerados
importantes para a fertilidade.
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