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Resumo

MILAN, B. Efeito antioxidante da circuma adicionada ao sémen equino refrigerado. 2020.
Dissertagao - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato

Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2020.

A refrigeragdo do s€émen equino € uma técnica que tem sido bastante utilizada pelos criadores,
pois acelera o melhoramento genético independente da distancia do garanhdo. A refrigeracao
do sémen tem como objetivo reduzir o metabolismo espermatico, e preservar 0 maximo de
células, porém uma das consequéncias desse armazenamento ¢ o aumento da producao de
espécies reativas do oxigénio (ROS). Os antioxidantes sdo substancias responsaveis pela
protecao das células contra os efeitos deletérios causados pelas ROS. Quando ha perda de
equilibrio entre ROS e antioxidante ocorre o estresse oxidativo, que resulta em lesdes na
membrana plasmatica e até no DNA. A adi¢do de antioxidante ao diluidor de refrigeracdo, pode
promover protecao as células, diminuindo os danos causados pelas ROS. Sendo assim, o
objetivo foi avaliar o efeito da adi¢do da circuma ao diluidor de refrigeragdo, sob diferentes
varidveis cinéticas espermatica, tais como, motilidade total e motilidade progressiva e eficacia
na prevencdo contra danos causados pelas (ROS), frente a membrana plasmatica e acrossomal,
fluidez da membrana e peroxidacao lipidica, no espermatozoide equino quando submetido a
refrigeragdo por 72 horas. Foram utilizados quatro ejaculados, de cinco garanhdes adultos de
fertilidade comprovada, submetendo-os aos seguintes tratamentos: controle (diluente de
refrigeragdo), circuma 0,0005 mM (CUR1), carcuma 0,005 mM (CUR2) e crcuma 0,05 mM
(CUR3). Nas analises de motilidade total e motilidade progressiva o grupo CUR1 apresentou
39,7 £3,6% e 27,2 £2,9% apos 48 horas de refrigeracao e 28,7 = 3,1% e 19,5 + 1,6% apods 72
horas de refrigeragao, sendo significativamente superior quando comparado aos demais grupos
(p<0,05). Quanto a integridade da membrana plasmatica e acrossomal, a CUR1 apresentou
valores superiores ao controle e CUR3, ndo diferindo da CUR2, em todos os momentos de
refrigeragdo (p<0,05). Foi possivel concluir que adicdo de curcuma na concentracao de 0,0005
mM (CURI1) ao diluente de refrigeracdo ¢ capaz de preservar a motilidade total, a motilidade
progressiva e integridade da membrana plasmatica e acrossomal do espermatozoide equino
submetido a refrigeragao.

Palavras-Chave: acafrio, espermatozoide, garanhdo, motilidade



ABSTRACT

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

Faculdade de Medicina Veterinaria 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 (CURI), 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 (CURI1) 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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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O Brasil possui 0 maior rebanho de equinos da América Latina e o terceiro do
mundo, somando aos muares e asininos s3o 8 milhdes de cabegas, e a renda gerada pelo
Complexo do Agronegocio do Cavalo no Brasil movimenta 16 bilhdes de reais, além de
empregar mais de 3 milhdes de pessoas direta e indiretamente (MAPA, 2016).

Na equideocultura, a técnica de inseminagao artificial (IA) com o sémen
refrigerado oferece inimeras vantagens quando comparado a monta natural (MN), tal
como, melhor aproveitamento de garanhdes, diminui¢do de acidentes e transmissao de
doencas (Brinsko et al., 2011). O Brasil ¢ o segundo pais do mundo que mais utiliza essa
técnica, perdendo somente para os Estados Unidos (Papa et al., 2005; Loomis, 2006).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas resultantes do metabolismo
oxidativo. Em condi¢des normais do metabolismo aerdbico o oxigénio molecular sofre
reducdo tetravalente, aceitando quatro elétrons e tendo como produto final a molécula de
H>0O (Maia e Bicudo, 2009). Possuem fungdes deletérias ou fisiologicas, dependendo da
sua concentragdo, e¢ essa regulacdo ocorre através do sistema antioxidante presente
principalmente no plasma seminal (Agarwal et al., 2006). Processos de manipulagao,
refrigeragdo e armazenamento do sémen podem aumentar a produ¢ao de ROS (Aurich et
al., 1997).

A peroxidacao lipidica (LPO) nada mais ¢ do que a degradacao dos lipidios poli-
insaturados (Nordberg e Arnér, 2001), que ocorre como consequéncia do estresse
oxidativo, decorrente do desequilibrio ROS e antioxidante (Barbosa et al., 2010).

Os antioxidantes sdo substancias responsaveis pela protecao das células contra os
efeitos deletérios causados pelas ROS, sendo encontrados em altas concentragdes no
plasma seminal. Realizam essa protecao convertendo essas moléculas em H>O (Nordberg
e Arnér, 2001; Maia e Bicudo, 2009; Andrade et al., 2010).

Estudos foram realizados para mostrar a melhoria na motilidade e na viabilidade
dos espermatozoides bovinos e equinos quando adicionado antioxidante no seu diluidor
(Bilodeau et al., 2002; Baumber et al., 2002; Jekins et al., 2011; Nogueira et al., 2015;
Sampaio et al., 2018; Aparnak e Saberivand, 2019).
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A presente revisao tem como objetivo abordar os fatores relacionados a refrigeracao do
sémen equino, 0s mecanismos que ocasionam a geracdo de ROS, seus efeitos e os

mecanismos de defesa com a adicdo de antioxidantes ao diluidor.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Refrigeracao do Sémen Equino

A TA oferece grandes vantagens quando comparada com a MN. O fracionamento
do ejaculado em vérias doses inseminantes permite utilizd-lo de forma mais eficiente,
além de possibilitar uma avaliagdo minuciosa da qualidade do sémen antes da
inseminagdo, podendo ser detectados precocemente problemas relacionados a fertilidade.
Além de reduzir os riscos da transmissao de doencas entre animais. As desvantagens sao
relacionadas as modificagcdes que o sémen pode softrer, pois € sensivel ao meio ambiente
(Brinsko et al., 2011).

A refrigeracdo de sémen equino ¢ uma técnica que tem sido utilizada ha muitos
anos (Aurich, 2008), ¢ uma biotecnologia capaz de armazenar o s€émen por horas ou até
mesmo dias, sem afetar significativamente a taxa de prenhez (Brinsko et al., 2011),
considerada uma ferramenta importante no mercado do cavalo, pois permite acesso a
garanhdes superiores mesmo a longas distancias (Brasileiro et al., 2019).

Para melhores indices reprodutivos, o s€émen refrigerado deve ser transportado por
um periodo de 24 a 48 horas, pois apds esse periodo as taxas de prenhezes diminuem
drasticamente (Jasko et al., 1992). Cuidados com a refrigeragdo do sémen devem ser
tomados, pois esse processo pode causar lesdes celulares causadas na curva de
refrigeracdo rapida do espermatozoide “choque frio” (Graham, 2011).

Em experimento realizado por Moran et al. (1992) foi observado que a
temperatura em que o espermatozoide equino ¢ mais susceptivel ao “choque frio”
induzido pelo rapido resfriamento ¢ entre 19 a 8°C. Kayser et al. (1992) observaram que
o espermatozoide equino pode ser resfriado rapidamente na faixa de 37 a 20°C, porém
deve ser resfriado numa taxa de < -0,1°C/minuto de preferéncia -0,05°C/minuto de 20 a
5°C para manter o maximo de espermatozoides vivos a 5°C. Essa mesma taxa de
refrigeragdo foi encontrada por Moran et al. (1992) onde observaram que o

espermatozoide pode ser resfriado rapidamente (-0,7°C/minuto) de 37 a 19°C sem sofrer
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lesdes, porém, durante o periodo sensivel ao “choque frio” deve-se ter uma curva lenta (-
0,05°C/minuto) para prevenir a motilidade do espermatozoide, ap6s 8°C pode voltar para
curva rapida até temperatura final de armazenamento. Province et al. (1985) também
analisaram a taxa de refrigeracao -1,0, -0,5, e -0,2°C/minuto, e observaram que imergir
diretamente em agua a 5°C causa reduc¢ao significativa na motilidade espermatica, tendo
que ser respeitada a taxa de refrigeracdo lenta. Douglas-Hamilton et al. (1984)
perceberam que taxas de refrigeragdao > -1,0°C/minuto aumentam os efeitos deletérios a
motilidade espermatica e a integridade estrutural do espermatozoide quando comparada
a taxa de refrigeracdo < -0,33°C/minuto.

Em relagdo a temperatura de armazenamento Moran et al. (1992) observaram que
quando armazenado a uma temperatura de 4 a 6°C o sémen obteve qualidade superior,
comparado aos submetidos a temperatura de 0 a 2°C, temperaturas iguais as encontradas
por Douglas-Hamilton et al. (1984) onde preservaram o sémen a temperatura de 4 a 6°C
por mais de 36 horas. Kayser et al. (1992) perceberam melhor qualidade na motilidade
espermatica no sémen armazenado a 5°C que foi resfriado lentamente apos 20°C, quando
comparado ao sémen armazenado a 20°C. Porém alguns autores, como Batellier et al.
(2001), encontraram melhores resultados quando o sémen foi armazenado a 15°C, assim
como Province et al. (1985) onde testaram temperaturas de armazenamento de 20, 15, 10
e 5°C e obteve-se melhor resultado na motilidade espermatica no armazenamento em
temperaturas entre 20 e 15°C. Essa diferenga entre melhor temperatura para
armazenamento pode ter relacdo com a taxa de refrigeracao (Kayser et al., 1992).

Viarios diluidores a base de leite foram desenvolvidos para manter o sémen
refrigerado por um periodo de 24 a 48 horas. Esses diluidores sdo fundamentais para o
controle de pH e osmolaridade, assim como suplementagdo energética para o
espermatozoide (Aurich, 2005), além disso, fornecem tratamento com antibioticos,
diminuindo a chance de transmissao de patdgenos, protegendo contra substincias toxicas
produzidas no armazenamento e atuando como estabilizador para preservagdo de
membrana plasmatica (Pickett ¢ Amann, 1987; Brinsko et al., 2011). A concentragdo
ideal para o transporte de sémen refrigerado deve ser entre 25 a 50 milhdes sptz/mL
(Rigby et al., 2001). Varner et al. (1987) encontraram que a melhor concentragdo para
manter a motilidade do s€émen ¢ de 25 milhdes sptz/mL, e observaram que excesso de
diluidor pode reduzir a viabilidade do espermatozoide. Porém, segundo Hayden et al.
(2015) o sémen diluido em 2,5 milhdes sptz/mL apresentou menores valores de

movimento espermatico e integridade da membrana plasmatica inicialmente, mas nao
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apresentou declinio continuo quando armazenado refrigerado, sugerindo que o “efeito de
dilui¢do” ndo altera a qualidade espermatica. Segundo Pickett et al. (1975), no processo
de armazenamento de sémen refrigerado, uma alta concentragdo de plasma seminal pode
ser deletério ao espermatozoide.

Segundo Brinsko et al. (2000b) para os garanhdes considerados “maus
refrigeradores” ¢ recomendado a retirada do plasma seminal para o armazenamento. O
plasma seminal ndo ¢ o meio ideal para preservagao dos espermatozoides (Squires et al.,
1999). Jasko et al. (1992) mostraram que a quantidade de plasma seminal ¢ importante
para manutencdo da motilidade e fertilidade do sémen equino refrigerado, ja que em
grandes concentracdes ou sua total remocgao ¢ deletério para as células. Essa importancia
do plasma seminal na manuten¢ao da motilidade esta por conta da constituicao do mesmo,
onde encontra-se os antioxidantes, que sdo responsaveis pelo controle contra as ROS
(Aitken, 1995; Guasti et al., 2012).

Para a refrigeracao do sémen equino o método mais utilizado ¢ a refrigeracao
passiva realizada através de contéineres, sendo o Equitainer® o primeiro a ser fabricado
por Douglas-Hamilton et al. (1984). Os contéineres mais utilizados atualmente no Brasil
s30 0 Max-Sémen® e a Botu-Flex®, onde pode-se armazenar o sémen por 24 horas a 15°C
com um gelo reciclavel, ou por 48 horas a 5°C com dois gelos reciclavel (Papa et al.,

2011).

2.2 Radicais Livres

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados na ultima camada (Halliwell e Gutteridge, 1990), sendo assim sdo
altamente reativos, buscando sempre estabilidade ligando-se a outro elétron. Os radicais
livres sdo oriundos das reacdes de 6xido-redugdo, ou cedem o elétron desemparelhado,
oxidando-se, ou recebem outro elétron, reduzindo-se (Ferreira e Matsubara, 1997).

Na maioria das vezes a origem dos radicais livres sdo derivadas do metabolismo
do oxigénio e receberam a denominagao de espécies reativas do metabolismo do oxigénio,
sendo mais utilizada como ROS (Ferreira e Matsubara, 1997).

A principal fonte da producao de radicais livres ¢ a mitocondria, através da cadeia
de transporte de elétrons (Green et al., 2004), essa producao pode ser favorecida na

presenca de ions ferro e cobre (Koury e Donangelo, 2003; Maia e Bicudo, 2009).
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2.3 Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas do oxigénio (ROS), sdo todos os radicais e ndo radicais
derivados do oxigénio (Ferreira e Matsubara, 1997; Andrade et al., 2010). As ROS
possuem fungdes deletérias ou fisiologicas, dependendo da sua concentragdo, e essa
regulacdo ocorre devido ao sistema antioxidante presente no plasma seminal (Agarwal et
al., 2006). Em concentracdes ideais algumas ROS como o anion superoxido e o peroxido
de hidrogénio sdo essenciais para que ocorra a hiperativacao da motilidade, capacitagao
espermatica, reacdo acrossomal e fusdo espermo-odcitariano humano, bovino e equino
(Villegas et al.; 2003; O’Flaherty et al., 2003; Baumber et al., 2003), porém em elevadas
concentragdes podem resultar na peroxidacao lipidica, desnaturagdo do DNA e apoptose
dos espermatozoides (Kothari et al., 2010).

Quando hé perda do equilibrio ROS-antioxidante, ocorre o estresse oxidativo
(Barbosa et al., 2010) que pode ocorrer devido ao armazenamento seminal. Porém a
suplementagdo in vitro de antioxidantes aos meios de refrigeragdo e congelagdo pode
ajudar a proteger o espermatozoide contra essa agao (Maia & Bicudo, 2009).

As ROS sao moléculas resultantes do metabolismo oxidativo. Em condigdes
normais do metabolismo aerdbico o oxigénio molecular sofre reducdo tetravalente,

aceitando quatro elétrons e tendo como produto final a molécula de H>O (Figura 1; Maia

e Bicudo, 2009).

& c (-3 3
O:g 03'-——K—‘> H:OzE.-)'OH + OH — 2H,0
2H 2H

Figura 1. Redugao tetravalente do oxigénio molecular que ocorre na mitocondria, mostrando a geracao das
ROS anion superédxido (Oy7), peroxido de hidrogénio (H2O:) e radical hidroxila (OH"), produzindo no final,
a agua (H>0O). Fonte: Nordberg e Arnér (2001)

Durante esse processo de redugdo sao geradas as principais ROS dentre elas o
anion superoxido (027), o peroxido de hidrogénio (H20-) e o radical hidroxila (OH"), até

a producdo final da molécula de agua (H>O; Nordberg e Arnér, 2001).

2.3.1 Anion superéxido
O anion superoxido (Oz ) é um radical livre pouco reativo, formado a partir do

oxigénio molecular. E formado pela cadeia respiratdria na membrana mitocondrial, sendo
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a primeira reducao do oxigénio. Por ser pouco reativa essa ROS ndo possui a capacidade
de penetragdo pela membrana lipidica, agindo assim no lugar onde ¢ produzida. Participa
na forma¢do do perdxido de hidrogénio pela acdo da enzima superdxido dismutase

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

2.3.2 Peréxido de hidrogénio
O peréxido de hidrogénio (H202) ndo ¢é considerado um radical livre, pois nao

possui nenhum elétron desemparelhado na ultima camada, porém € capaz de passar pelas
membranas biologicas sendo deletério para as células, sua toxicidade por ser muito
aumentada na presenca de ferro. Participa da reagdo que da origem ao radical hidroxila
(OH; Halliwell e Gutteridge, 1990; Ferreira e Matsubara, 1997; Nordberg e Arnér, 2001;
Maia e Bicudo, 2009).

2.3.3 Radical hidroxila
O radical hidroxila (OH") ¢ formado a partir do perdxido de hidrogénio pela reagdo

de Fenton, onde os fons ferro (Fe"™) ou cobre (Cu*) sdo os catalisadores. E o radical livre
mais reativo, desencadeador da peroxidagdo lipidica. (Halliwell e Gutteridge, 1990;

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

2.4 Peroxidacao Lipidica

A peroxidagao lipidica (LPO) nada mais ¢ do que a degradacdo dos lipidios poli-
insaturados, ou seja, que possuem duas ou mais duplas ligagcdes de carbonos. Sao alvos
faceis ao ataque dos radicais livres, pois possuem altas concentragdes de acidos graxos
insaturados (Jones et al., 1979; Halliwell e Gutteridge, 1990; Nordberg e Arnér, 2001).

A cascata da peroxidagdo lipidica ¢ iniciada quando as ROS atacam os é4cidos
graxos poli-insaturados (PUFA) da membrana plasmatica do espermatozoide, essas
células sdo sensiveis a esses ataques pois possuem altas concentragdes de acidos graxos
insaturados (Jones et al., 1979). Com todas as lesdes causadas na membrana plasmatica,
a peroxidacado lipidica pode também afetar e causar danos ao DNA, reduzindo o potencial
fecundante (Baumber et al., 2003; Dobrakowski et al., 2017).

A LPO altera a estrutura e a permeabilidade da membrana plasmatica (Mello Filho
et al., 1984), ocasionando a perda na seletividade na troca ionica, ¢ a formagdo de

produtos citotoxicos, como por exemplo o malonaldeido (Hershko, 1989).
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O processo de peroxidacgao lipidica ¢ dividido em trés etapas. Iniciagdo, o radical
hidroxila sequestra o hidrogénio do 4cido graxo poli-insaturados formando um radical
lipidico. Propagagado, o radical lipidico reage com oxigénio resultando o radical peroxila,
que rapidamente sequestra outro hidrogénio do acido graxo poi-insaturado resultando em
radical lipidico. E por ultimo a terminacdo, o radical lipidico e o radical peroxila se
propagam e destroem a si proprios (Ferreira e Matsubara, 1997; Agarwal et al., 2014).

O radical hidroxila ¢ a ROS que inicia o processo de peroxidagao lipidica, sendo
assim a mais importante. O ion de ferro, no entanto também pode ser fundamental para a
iniciacdo deste processo, ja que pode ser um catalisador na peroxidacao lipidica (Ferreira
e Matsubara, 1997; Benedet e Shibamoto, 2008; Agarwal et al., 2014).

Os métodos para avaliar a peroxidacao lipidica sio o TBARS, onde faz a detec¢ao
de espécies reativas ao acido tiobarbitirico, no caso o malonaldeido, ou através do
citometro de fluxo com utilizacdo do BODIPY®, uma sonda fluorescente lipofilica, que é
um analogo dos acidos graxos poli-insaturados (Maia e Bicudo, 2009; Dominguez-

Rebolledo et al., 2010).

2.5 Efeito da refrigeracio

A fungdo da refrigeracao do sémen equino ¢ realizar a diminui¢do do metabolismo
espermatico, preservando assim o s€émen por longos periodos. Logo apds a coleta o
espermatozoide utiliza o maximo da sua atividade metabolica, e a ndo refrigeracio faz
com que ocorra aumento da peroxidacdo lipidica reduzindo sua vida util (Amann e
Graham, 2011).

Segundo Squires et al (1999) o metabolismo do espermatozoide ¢ reduzido em
50% a cada 10°C de redugdo de temperatura. Entdo o sémen armazenado a 15°C utiliza
em média 25% do seu metabolismo, enquanto que armazenado a 5°C tem uma reducao
deste gasto para 10 a 8%.

Os espermatozoides sdo inteiramente cercados pela membrana plasmatica, que
ndo tem a funcdo somente de proteger as organelas, mas também desempenha papeis
vitais para a fungao espermatica. Além de ser uma barreira fisica aos riscos ambientais, a
membrana plasmatica ¢ fundamental na ligagdo temporaria do espermatozoide ao epitélio
do oviduto, na ligagdo com a zona pelucida, responsavel pela reagdo do acrossoma e fusao
com o odcito durante a fertilizagao (Colenbrander e Stout, 2011).

A membrana plasmatica do espermatozoide equino € composta por uma bicamada

lipidica, onde possui uma parte hidrofobica que ¢ direcionada internamente e uma parte
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hidrofilica, direcionado externamente, além disso faz parte da sua composi¢dao
carboidratos e proteinas (Amann e Graham, 2011).

Essa bicamada lipidica apresenta ser uma estrutura dotada de fluidez e, devido aos
seus componentes a membrana pode se movimentar lateralmente com liberdade. Alguns
fatores podem influenciar na sua organizac¢ao (Quinn, 1989) a capacitagdo espermatica,
reacao do acrossomo (Flesch e Gadella, 2000), ou também devido ao estresse térmico que
pode resultar em ruptura da membrana, ou alteracao da funcao (Squires et al., 1999). A
diminui¢do da temperatura faz com que os lipideos da membrana plasmatica passem pela
transicao de fase do estado liquido para o estado gel (Graham, 2011).

Lesdes ocorridas na membrana plasmatica devido ao choque térmico no momento
da refrigeragdo apresenta certas caracteristicas, como motilidade anormal, movimentos
circulares fechados (Pickett e Amann, 1987). A queda de motilidade pode estar também
associada a disfun¢@o mitocondrial, ja que a motilidade depende da producdo de energia
que ¢ feita através da mitocondria (Aurich, 2005).

Outro fator que influencia diretamente na qualidade e caracteristicas do s€émen
equino no processo de refrigeracdo € a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
sendo ela uma produgdo fisioldgica e patoldgica, onde nos processos de manipulacdo,
refrigeragdo e armazenamento do sémen, podem ser aumentadas (Aurich et al., 1997).
Castro et al. (2016) verificaram um aumento significativo de ROS quando o
espermatozoide equino ¢ exposto a temperaturas de refrigeragao, devido ao fato de a
célula nao possuir quantidade suficiente de antioxidante para manter o equilibrio ROS e
antioxidante. O desequilibrio dos mesmos desencadeia o estresse oxidativo (Barbosa et
al., 2010), podendo gerar a peroxidagao dos lipideos da membrana plasmatica, com isso
danificando a sua integridade, comprometendo a motilidade e at¢ mesmo a fertilidade da
célula espermatica (Graham, 2011).

Recentemente estudos realizados com a adicdo de antioxidantes nao enzimaticos
no processo de refrigeracdo e criopreservacdo de sémen equino, mostrou melhoras na
questdo de motilidade total, motilidade progressiva, integridade de membrana e
diminui¢do dos niveis de peroxidagdo lipidica (Contreras et al., 2019; Aparnak e

Saberivand, 2019).
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2.6 Metabolismo Espermatico

Os espermatozoides sdo células especificas que possuem como objetivo a
fertilizacdo do ovdcito. Para tal fung@o ¢ necessario geragao de energia por meio de ATP,
para que assim a cé€lula tenha energia suficiente para sua motilidade (Squires et al., 1999).
A motilidade ¢ de extrema importancia para o espermatozoide, ja que ¢ com ela que ele
consegue percorrer o trato genital feminino e alcanga o seu destino (Turner, 2003). Além
de necessitar de energia para sua motilidade os espermatozoides necessitam de energia
para alguns processos fisiolégicos como a hiperativacao, reacdo do acrossoma e fusdo
com o ovocito (Flesch e Gadella, 2000).

As vias utilizadas pelo espermatozoide para a sintese de energia sdo as vias
glicolitica e a fosforilagdao oxidativa (OXPHOS). A glicolise ocorre nas fibras externas
densas do flagelo, enquanto a OXPHOS ocorre exclusivamente na mitocondria (Volpe et
al., 2009; Ferramosca e Zara, 2014), que estdo localizadas somente na peca intermediaria
do espermatozoide (Pefia et al., 2009). O espermatozoide também consegue metabolizar
glicose e frutose, além disso alguns dacidos graxos e aminoacidos podem ser
metabolizados para gerar ATP (Amann e Graham, 2011).

O espermatozoide equino consegue realizar a producdo de ATP tanto pela via
aerdbica, quanto pela via anaerébica (Varner e Johnson, 2011), sendo que a fonte primaria
de ATP ¢ através da via aerdbica, por meio da OXPHOS (Gibb et al., 2014). Através da
via anaerdbica o espermatozoide utiliza a glicose, que deve sofrer fosforilagdo e ser
transformado em glicose 6 fosfato pela enzima fosfohexoisomerase. A glicose 6 fosfato
entra no metabolismo glicolitico resultando em dois piruvatos e quatro moléculas de ATP
(Pefia et al., 2009; Amann e Graham, 2011). O piruvato resultante do metabolismo
anaerdbico pode ser transformado em lactato através de uma redugdo, realizada pela
enzima lactato desidrogenase (LDH), essa reacdo em condigdes anaerdbicas regenera o
NAD" necessario para a glicolise. Esses substratos (piruvato e lactato), sdo carregados
para dentro da mitocondria, para sofrerem outras metaboliza¢des. Pela presenga dentro
da mitocondria de uma nova forma de lactato desidrogenase ¢ possivel a conversdao de
lactato em piruvato novamente (Ferramosca e Zara, 2014). O piruvato transportado para
dentro da mitocondria ou transformado pelo lactato é convertido em acetil-CoA,
participando do ciclo de Krebs, que gera a nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH)
e flavina adenina dinucleotidio (FADH») além de 36 moléculas de ATP, no processo de
OXPHOS essas moléculas (NADH e FADH) doam elétrons para a primeira proteina

mitocondrial, chamada de complexo I. Os elétrons percorrem toda a crista através dos
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complexos II, I1I e IV sendo transferido para uma molécula de oxigénio (O2), ocasionando
a formacao da primeira ROS, o anion superoxido (O2"), com oxidacdo da NADH ¢ gerado
protons de hidrogénio (H"). O proton gerado é aproveitado pela enzima ATP sintase no
complexo V da mitocondria, produzindo ATP (Green et al., 2004; Varner e Johnson,

2011; Ferramosca e Zara, 2014).

2.7 Sistema de Defesa Antioxidante

Os antioxidantes sdo substancias responsaveis pela protecdo das células contra os
efeitos deletérios causados pelas ROS. Realizam essa protegdo convertendo essas
moléculas em H>O (Nordberg e Arnér, 2001; Andrade et al., 2010).

O plasma seminal possui esse sistema de defesa para proteger o espermatozoide
contra a agdo deletéria das ROS. Os agentes antioxidantes podem ser enzimaticos,
conhecidos também como agentes naturais, onde sdo o primeiro grupo a agir tentando
neutralizar o efeito das ROS. Faz parte desse grupo a superdxido dismutase, a catalase e
a glutationa peroxidase. Possui também o grupo nao enzimaticos, compostos com baixo
peso molecular, e faz parte desse grupo a vitamina C, vitamina A, alfa-tocoferol,
melatonina, bilirrubina, poliaminas, dentre outros. Essa defesa pode atuar tanto na
remog¢ao dos agentes causadores de lesdo antes dela ocorrer ou reparando a lesdo ja
causada. A curcuma tem sido estudada para avaliar seu potencial antioxidante (Halliwell
& Gutteridge, 1990; Andrade et al., 2010; Luz et al., 2011; Mironczuk-Chodakowska et
al., 2018; Borges et al., 2019).

2.7.1 Curcuma longa Linn
A Curcuma longa L. ¢é originaria da India, ¢ considerada uma planta perene que

pertence a familia das Zingiberaceae, do género Curcuma L. (Prabhakaran, 2013). E
conhecida no Brasil por diversos nomes, dentre eles o agafrdo, acafrdo da terra, gengibre
amarela, raiz de sol. Possui tonalidade amarela, e ¢ utilizada na culinaria e na medicina
popular (Marchi et al., 2016).

A clircuma ¢ um composto polifendlico, que possui funcdo antioxidante, anti-
inflamatoria, antiapoptdtica, anticancerigena e antitoxica (Goa et al., 2004). Varios
estudos vém sendo realizados mostrando a agdo da circuma contra os danos produzidos

pelas ROS, sua elevada eficiéncia na criopreservagdo e sua atividade antioxidante,
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prevenindo contra o choque térmico e o estresse oxidativo (Kunchandy & Rao, 1990;
Kanitkar e Bhonde, 2008; Bucak et al., 2012; Shah et al., 2016; Zhang et al., 2017).

O mecanismo antioxidante da curcuma ocorre devido a sua estrutura, composta
de dois fendis metoxilados e uma forma enol de B-dicetona (Figura 2), que sdo
responsaveis pela captura dos radicais livres, inibindo assim a geragdo de ROS tanto in

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

H,CO I = = I OCH,
HCr OH

Regido f-dicetona

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

Bucak et al. (2010) demonstraram que a adicdo de circuma em diluente de
congelacdo de sémen caprino apresentou uma maior motilidade e atividade da enzima
superoxido dismutase quando comparado com o grupo controle. Jayaprakasha et al.
(2006) mostraram que a curcuma foi oito vezes mais eficiente do que a vitamina E na
eliminagdo de radicais livres, inibindo assim a formagao das ROS. Em outro experimento
foi demonstrado que a circuma possui efeitos protetores contra o choque térmico e

estresse oxidativo, inibindo a peroxidagao lipidica (Sreejayan e Rao, 1994).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, pode-se perceber que as ROS possuem seu papel positivo nos
processos fisiologicos, como hiperativagdo da motilidade, capacitagdo espermatica,
reagdo acrossomal e fusdo espermo-odcitariano. Os antioxidantes sdo fundamentais para
manter o equilibrio das ROS. Porém, quando esse sistema de defesa ndo consegue suprir
a necessidade ocorre o estresse oxidativo, que tem como consequéncia a peroxidagao
lipidica na membrana plasmatica, processo esse que ¢ altamente deletério para os
espermatozoides. As técnicas de armazenamento de sémen ainda causam muitos danos

para as células, pois esses processos aumentam a producao de ROS. Para minimizar esses
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efeitos e melhorar a qualidade seminal nos processos de armazenamento de sémen,
estudos estdo sendo realizados com a adigdo de agentes antioxidantes no diluidor, para

avaliar os efeitos nos processos de refrigeragdo e criopreservacgao.
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CAPITULO 2

EFEITO DA ADICAO DA CURCUMA AO SEMEN EQUINO REFRIGERADO
POR 72 HORAS

Bruno Milan!, Breno Fernandes Barreto Sampaio?
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Resumo: O objetivo foi avaliar a adigdo da circuma ao diluente de refrigeracdo, para
analise das variaveis cinéticas, motilidade total e progressiva e eficicia na prevengao
contra danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS), no espermatozoide
equino, quando submetido a refrigeracdo por 72 horas a 5°C. Foram utilizados quatro
ejaculados, de cinco garanhdes adultos e com fertilidade comprovada, submetendo-os aos
seguintes tratamentos: controle (diluente de refrigeragdo), circuma 0,0005 mM (CUR1),
curcuma 0,005 mM (CUR2) e curcuma 0,05 mM (CUR3). Nas analises de motilidade
total e motilidade progressiva o grupo CUR1 apresentou 39,7 + 3,6% e 27,2 £ 2,9% em
48 horas de refrigeracao e 28,7 + 3,1% e 19,5 = 1,6% em 72 horas de refrigeragao, sendo
significativamente superior quando comparado aos demais grupos (p<0,05). Quanto a
integridade da membrana plasmatica e acrossomal, a CUR1 apresentou valores superiores
ao controle e CUR3, ndo diferindo da CUR2, em todos os momentos de refrigeragao
(p<0,05). Aadicao de ctircuma na concentragao de 0,0005 mM (CURI) ao diluente de
sémen ¢ capaz de preservar a motilidade total, motilidade progressiva, e a integridade da
membrana plasmatica e acrossomal do espermatozoide equino submetido a refrigeracao

por 72 horas a 5°C.

Palavras-Chave: acafrio, espermatozoide, garanhdo, motilidade
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EFFECT OF CURCUMIN ADDITION TO COOLED EQUINE SEME FOR 72

HOURS

Abstract: The objective was to evaluate the addition of curcumin to the cooling extender
to analyze of kinetic variables, total and progressive motility and effectiveness in damage
prevention caused by reactive oxygen species (ROS), in equine sperm when subjected to
refrigeration for 72 hours at 5°C. 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 (CURI1), 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% ¢ 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, CUR1 exhibits
higher values than the control and CUR3, not differing from the CUR2, at all times of
refrigeration (p<0,05). 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,
as well as the integrity of the plasma and acrosomal membrane of the equine sperm

submitted to refrigeration for 72 hours at 5°C.

Keywords: motility, spermatozoa, stallion, turmeric

INTRODUCAO

A inseminacao artificial ¢ uma biotécnica praticada em todo o mundo, e o método
mais utilizado na espécie equina ¢ o s€émen resfriado. O pais que mais realiza essa técnica
sdo os Estados Unidos, seguido do Brasil (Loomis, 2006). A utilizagdo da inseminacao
consegue acelerar o melhoramento genético, conseguindo obter produtos de reprodutores

alojados em outros paises ou até mesmo que ja morreram, como no caso de sémen
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congelado, além de diminuir a transmissdao de doengas venéreas e possibilitar que
garanhdes subférteis consigam deixar descendentes. (Mies Filho, 1987).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sao moléculas resultantes do metabolismo
oxidativo mitocondrial. Quando ha perda do equilibrio ROS e antioxidante, ocorre o
estresse oxidativo (Barbosa et al., 2010) que pode ocorrer devido ao armazenamento
seminal,porém a suplementagdo in vitro de antioxidantes aos meios de refrigeracao e
congelagdo pode ajudar a proteger o espermatozoide contra essa acdo (Maia & Bicudo,
2009).

Virios estudos foram realizados para avaliara motilidade e a viabilidade dos
espermatozodides bovinos e equinos quando foi adicionado um antioxidante nao
enzimatico no seu diluidor (Bilodeau et al., 2002; Baumber et al., 2002; Nogueira et al.,
2015; Sampaio et al., 2018; Aparnak e Saberivand, 2019).

Neste contexto, a Curcuma longa Linn. ¢ considerado um composto polifendlico,
que possui fungdo antioxidante, anti-inflamatdria, antiapoptdtica, anticancerigena e
antitoxica (Goa et al., 2004). Varios estudos vém sendo realizados mostrando a a¢ao da
curcuma contra os danos produzidos pelas ROS e sua atividade antioxidante, prevenindo
contra o choque térmico e o estresse oxidativo (Kunchandy & Rao, 1990; Kanitkar e
Bhonde, 2008).

Assim, diante do exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar a adi¢do da
curcuma ao diluente de refrigeracdo, para analise das variaveis cinéticas, motilidade total
e progressiva e eficdcia na prevencdo contra danos causados pelas espécies reativas de
oxigénio (ROS), no espermatozoide equino, quando submetido a refrigeragdo por 72

horas a 5°C.
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MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio Multiusuario de Reprodugao Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Fundagao Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul. Aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o
numero 913/2017. Foram utilizados quatro ejaculados de cinco garanhdes adultos, todos
com fertilidade comprovada, com idades entre 6 e 17 anos, pesando 400 a 500 Kg,
alojados em propriedades proximas a Campo Grande/MS.

As concentragdes de antioxidantes utilizadas foram baseadas em outras espécies,
j& que nao foram relatados trabalhos com esse antioxidante em equinos. Foi realizado um
teste piloto com ejaculado de quatro animais, onde foram escolhidas as melhores
concentragdes para execugdo do trabalho.

A curcuma (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) foi diluida em dimetilsulféxido
(DMSO) nas concentragdes de 0; CUR1=0,0005; CUR2=0,005 ¢ CUR3=0,05 mM, de
forma que a concentragdo maxima de DMSO fosse de 0,1%, e adicionadas ao diluente de
refrigeragdo (Botusémen®, Botupharma, Botucatu, Sao Paulo, Brasil). Um grupo controle

para esta concentracdo de DMSO puro também foi testado.

COLHEITA DO SEMEN

Foram realizadas quatro colheitas de sémen por garanhdo (n=20), utilizando
vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma®, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil), mantida
a uma temperatura entre 42 e 45°C. As colheitas foram realizadas com o auxilio de uma
fémea em cio. As amostras de sémen foram mantidas em banho-maria a 37°C e
submetidas as andlises das varidveis macroscopicas (volume, aspecto e cor) e
microscopicas (motilidade subjetiva: 0-100%, vigor: 0-5 e concentracdo). Somente

ejaculados com motilidade > 60% e vigor > 3 foram utilizados no experimento. Apds as
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analises diluiu-se uma aliquota contendo 800 x 10° espermatozoide em Botusémen®
(Botupharma, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil) para alcangar uma concentragio de 50 x 10°
espermatozoides/mL. O sémen foi transportado para o laboratério em uma Botu-Flex® a
15°C (caixa de transporte, Botupharma, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil) utilizando apenas

um gelo reciclavel, em inervalo <1 hora.

PROCESSAMENTO DO SEMEN

O sémen foi submetido a centrifuga¢do a 600xg por 10 minutos para a remogao
do plasma seminal. O sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspendido com diluente de
refrigeragdo Botusémen® (Botupharma, Botucatu, Sao Paulo, Brasil), a uma concentragdo
de 50x10° espermatozoides/mL. O volume final foi dividido em quatro aliquotas contendo
200 x 10° de espermatozoides, onde foram adicionados os tratamentos.

As amostras foram estocadas na Botu-Flex® com dois gelos reciclaveis para
estabilizacao da temperatura a 5°C. O sémen foi mantido sob a refrigeracao por 72 horas.
Em intervalos de 24 horas os gelos reciclaveis foram substituidos e as amostras de sémen

retiradas para as analises laboratoriais.

ANALISE DO SEMEN

As andlises seminais foram realizadas em quatro momentos pré-refrigeragao (M-
0), apos 24 (M-24), 48 (M-48) e 72 (M-72) horas de refrigeracao. Foram retirados 600
uL de cada tratamento e mantidos em banho-maria por 10 minutos a 37°C. A seguir cada
grupo experimental foi submetido as seguintes analises: cinética espermatica ( Sperm
Class Analyzer, SCA®, Microptic, Barcelona, Espanha), integridade de membrana

plasmatica e acrossomal, capacitagdo espermatica e susceptibilidade a lipoperoxidagao,



738

739

740

741

742

743

744

745

746

747

748

749

750

751

752

753

754

755

756

757

758

759

760

761

37

por citometria de fluxo (CitoFLEX®, Beckman Coulter, Brea, California, EUA), fazendo

a contagem de pelo menos 10.000 eventos.

CINETICA ESPERMATICA

A cinética espermatica foi avaliada de forma objetiva pelo sistema
computadorizado CASA (Sperm Class Analyzer, SCA®, Microptic, Barcelona, Espanha).
Para a avaliacdo da mesma, 5,0 pL de sémen foram colocados na cimara de Makler®
(Sefi Medical Instruments, Haifa, Israel) previamente aquecida a 37°C. O aparelho foi
calibrado conforme as recomendacdes do fabricante para analise de sémen equino. Foram
avaliados, aleatoriamente, no minimo cinco campos por amostra. As variaveis de cinética

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

CITOMETRIA DE FLUXO

Para a avaliagdo espermatica por citometria de fluxo foi utilizado o equipamento
CytoFLEX® (Beckman Coulter, Pasadena, Califérnia, EUA) equipado com laser: Violeta
405 nm, azul 488 nm e vermelho 638 nm e 12 canais de detec¢ao de fluorescéncia. Apos
a andlise, os dados foram avaliados por programa do mesmo fabricante CytExpert

Aquisition software.

MEMBRANA PLASMATICA E ACROSSOMAL

Para a avaliagdo de integridade de membrana plasmatica e acrossomal foi utilizada
a associac¢ao das sondas fluorescentes, Hoechst 33342 (H342), iodeto de propidio (PI) e
FITC-PNA (aglutinina de Peanut conjugada ao isotiocianato de fluoresceina) de acordo

Freitas-Dell’Aqua et al. (2012).
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Em uma amostra de 200 pL de s€émen diluido em TALP-PVA, na concentragao
de 5x10° espermatozoides/mL adicionou-se 7uM de H342, 1,5uM de PI e 2ng de FITC-
PNA, incubou-se durante 20 min a 37°C ao abrigo da luz. Ao término deste periodo, a

amostra prosseguiu para avaliacdo em citometria de fluxo.

FLUIDEZ DA MEMBRANA (CAPACITACAO ESPERMATICA)

Os estagios iniciais da capacitacdo espermatica podem ser medidos pela sonda
Merocianina 540, especialmente quando associados com a sonda YO-PRO e Hoechst
33342. Este corante tem caracteristica hidrofobica, que pode monitorar o grau de
estabilidade da membrana pelo padrao dos fosfolipideos apresentados em sua superficie.
No processo de capacitacao espermatica ocorre a inversao dos folhetos internos e externos
da membrana plasmatica; desta forma, quanto maior a intensidade da fluorescéncia, maior
o grau de desestabilizacdo da membrana.

As amostras de sémen foram diluidas em TALP-PVA na concentracdo de 5x10°
espermatozoides/mL. Retirou-se 200uL dessa solugao e acrescentou-se 7uM de Hoechst
3342, 7,5 uM de Merocianina (M24571 — Life Technologies) e 25nM de Yopro (Y3603
— Life Technologies) levou para incubagdo por 20 minutos a 37°C ao abrigo da luz e

posteriormente para analise no citometro de fluxo (Freitas-Dell' Aqua et al., 2012).

PEROXIDACAO LIPIDICA OU LIPOPEROXIDACAO (LPO)

Para a peroxidagdo lipidica, utilizou-se protocolo de acordo com Guasti et al.
(2012), utilizando a sonda C11-BODYPY (D-3861; Molecular Probes). E um analogo de
acidos graxos poli-insaturados e se incorpora na membrana celular, possui alta
sensibilidade de fluorescéncia. Quando se encontra intacto apresenta fluorescéncia

vermelha, com sua peroxidagdo muda-se a fluorescéncia para verde.
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Diluiu-se 500 pL de sémen em TALP-PVA e foram adicionados 5 uM de C11-
BODIPY3#"%! seguido por incubagdo durante 30 minutos a 37°C. Apds a incubagio,
foram realizadas duas lavagens consecutivas por centrifugacao a 300g por 5 minutos, com
TALP-PVA ressuspendeu-se o pellet em 500 pul de TALP-PVA e andlises foram

realizadas em citometria de fluxo.

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas, considerando-se a
adi¢do de circuma, como tratamento, e os momentos de avaliagdo como sub-parcelas.
Para comparar as varidveis dependentes (motilidade, integridade da membrana
plasmatica, acrossomal, capacitagdo espermatica, atividade mitocondrial e
lipoperoxidacao) utilizou-se a analise de variancia, pelo procedimento GLM do Programa
Estatistico SAS (2001), considerando-se os efeitos fixos de tratamento e momentos de
avaliagdo seminal. Compararam-se as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de
significancia. As variaveis expressas em porcentagem foram transformadas em arco seno

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

RESULTADOS

Os valores médios encontrados das varidveis seminais pré-refrigeragdo, antes da
aplicacdo dos tratamentos, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios + desvio padrao das variaveis espermaticas no momento pré-

refrigeragdo do sémen equino sem adicao de antioxidante.

Pré-refrigeracio M-0
Variavel Média + DP
MT (%) 68,5+ 3,1
MP (%) 55,7+3,2
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MIAI (%) 63,9+4,4
MI/No-CAP (%) 37,0+ 7,0
LPO 5133,6 + 343,3

MT — motilidade total; MP — motilidade progressiva; MI — membrana plasmatica integra; Al — acrossoma
integro; Nao-CAP — ndo capacitado; LPO — peroxidag¢ao lipidica, resultados expressos em intensidade de

fluorescéncia (unidades arbitrarias).

Tabela 2. Valores médios + desvio padrdo das variaveis cinéticas espermaticas, do sémen
equino com adicao de antioxidante, pos-refrigeracao por 24, 48 e 72 horas a 5°C.

Pos-refrigeraciao

Controle CURI1 CUR2 CUR3
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
M-24
MT (%) 36,6+3,6° 46,7425 38,5+32% 17,8 +2,3°¢
MP (%) 20,9+3,9° 30,3+2,52 20,2+3,0° 46+1,1°
M-48
MT (%) 250+39" 39,7+3,62 257+3,1° 63+1,5¢
MP (%) 143+3,1° 272+29°2 11,9+22° 1,6+04°¢
M-72
MT (%) 13,5+33° 28,7+3,1° 12,9 +2.8° 1,7+1,7°¢
MP (%) 6,6+2,4° 19,5+ 1,62 49+14° 0,3+0,1°

abe [ etras diferentes na linha indicam diferencgas entre médias pelo teste de Duncan (P<0,05)

M-24 — 24 horas de refrigeracdo; M-48 — 48 horas de refrigeragdo; M-72 — 72 horas de
refrigeracdo; MT — motilidade total; MP — motilidade progressiva; CUR 1 — Carcuma 0,0005 mM; CUR 2

— Curcuma 0,005mM; CUR 3 — Carcuma 0,05 mM

Na Tabela 2 observou-se que o grupo CURI e CUR2 apresentaram maior
percentual de células com motilidade total apds 24 horas de refrigeragdo, sendo este
significativamente superior (p<0,05) aos grupos controle e CUR3, sem diferirem entre si.
Quanto a motilidade progressiva neste mesmo tempo a CUR1 obteve melhores resultados,
sendo superior aos demais grupos (p<0,05). Nao houve diferenca entre o grupo controle

e CUR2 (p<0,05).
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825 Em relagdo a motilidade total e motilidade progressiva nos demais tempos de
826  refrigeracao, 48 e 72 horas, a CURI apresentou maior percentual de células com
827  motilidade total e progressiva quando comparado com os grupos controle, CUR2 e CUR3
828  (p<0,05). Nestes periodos de refrigeracdo o grupo controle e a CUR2 ndo apresentaram
829  diferencas significativas, e o grupo CUR3 foi o que apresentou a pior resposta quanto a
830  motilidade (p<0,05).

831 Os resultados encontrados para integridade de membrana plasmatica e acrossomal
832  ao longo do tempo de refrigeragdo encontram-se na Figura 3, assim como a fluidez da
833  membrana (capacitacdo espermatica) na Figura 4 e peroxidac¢ao lipidica na Figura 5.

834 Quanto ao percentual de membranas plasmatica e acrossomal integras (Figura 3)
835 a CURI teve resultado superior (p<0,05) aos grupos controle e CUR3, contudo sem
836  diferir do grupo CUR2. Nao houve diferenca entre o controle e o tratado com CUR2

837  (p<0,05).

838
60.0
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50.0 b
a
b :[ W Controle
g 400 s B CUR1
8 CUR2
g 300 N b b CUR3
a
3 | c ]
g 20.0 I
10.0 c
0.0
24 horas 48 horas 72 horas
839

840 Figura 3. Valores médios + desvio padrdo do percentual de células espermaticas com membrana plasmatica
841 integra e acrossoma integro nos momentos pos-refrigeragdo 24, 48 e 72 horas a 5°C.

842 CUR 1 — Carcuma 0,0005 mM; CUR 2 — Carcuma 0,005mM; CUR 3 — Clrcuma 0,05 mM

843 abc [ etras diferentes na linha indicam diferengas entre médias pelo teste de Duncan (P<0,05)

844
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Em relagdo a capacitagdo espermatica (Figura 4) os grupos controle, CURI e
CUR2 nao diferiram entre si, porém, foram superiores ao grupo CUR3 em todos os

tempos de refrigeracao.

60.0
50.0
40.0
g | Controle
&9 30.0 m CUR1
5 ® CUR2
e
g 20.0 CUR3
10.0
0.0

24 horas 48 horas 72 horas

Figura 4. Valores médios + desvio padrao do percentual de células espermaticas com membrana plasmatica
integra e ndo capacitados nos momentos pos-refrigeragdo 24, 48 ¢ 72 horas a 5°C.

CUR 1 — Carcuma 0,0005 mM; CUR 2 — Carcuma 0,005mM; CUR 3 — Carcuma 0,05 mM

@be Letras diferentes na linha indicam diferencas entre médias pelo teste de Duncan (P<0,05)

A curcuma nas concentragdes testadas ndo apresentou reducgdo significante na
LPO em nenhum grupo e nenhum momento de refrigeracdo (Figura 5), ndo apresentando,

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

8000.0
7000.0

6000.0
H Controle

mCUR1
m CUR2
CUR3

1a

5000.0

4000.0

3000.0

fluorescénc

2000.0

1000.0

Media da intensidade de emissdo de

0.0

24 horas 48 horas 72 horas

Figura 5. Valores médios = desvio padrao do percentual de células espermaticas com peroxidagao lipidica
nos momentos pos-refrigeracdo 24, 48 e 72 horas a 5°C.
CUR 1 — Carcuma 0,0005 mM; CUR 2 — Curcuma 0,005mM; CUR 3 — Carcuma 0,05 mM
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DISCUSSAO

No presente trabalho, a circuma foi adicionada no diluente de refrigeracdo, com
o intuito de reduzir os danos causados pelas ROS no periodo de armazenamento e avaliar
o efeito antioxidante no s€émen equino, visto que nao foi encontrado trabalhos relatando
adicao de circuma ao sémen equino.

A adi¢dao de circuma na concentracao de 0,0005 mM (CURI1) ao diluente de
refrigeracdo preservou a motilidade total e motilidade progressiva do espermatozoide
equino, em todos os periodos de armazenamento, quando comparado aos demais grupos
nao diferindo apenas em relacdo a motilidade total do grupo CUR2 em 24 horas de
refrigeragdo (Tabela 2). Resultados semelhantes foram encontrados em trabalho realizado
em humanos diagnosticados com leucocitospermia, onde a circuma reduziu os niveis de
peroxido de hidrogénio, melhorando assim a motilidade espermatica desses pacientes
(Zhang et al., 2017).

A caircuma também apresentou efeitos benéficos na preservagao da motilidade
progressiva em sémen de bufalos, suinos e ovinos quando submetidos a testes de
congelacdo (Bucak et al., 2010; Chanapiwat e Kaeoket, 2015; Shah et al., 2016). Tal
resultado pode ser explicado pelo efeito antioxidante da curcuma, que devido a sua
estrutura consegue inibir a formagdo das ROS (Chanapiwat e Kaeoket, 2015). Baixas
concentracdes de ROS sdo necessarias para motilidade e capacitacdo espermatica, porém
devem ser controladas devido ao fato de desencadearem a peroxidacao lipidica causando
diminui¢ao na motilidade e aumentando a mortalidade das células espermaticas. As ROS
afetam o espermatozoide logo apos a ejaculagdo, devido a isso pode-se observar que a
curcuma auxilia na melhora da motilidade (Gtombik et al., 2014). A concentragdo ideal

para o efeito positivo da curcuma deve ser estudada para cada espécie.
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Os efeitos toxicos da circuma foram observados com uma concentracao de 0,05
mM (CUR3), onde houve diminuigdo da motilidade e integridade de membrana e
acrossoma. Esse mecanismo pode ser explicado pela acidificagdo intracelular e
hiperpolarizacdo da membrana plasmatica do espermatozoide, quando aumenta a
concentragdo de curcuma adicionada ao sémen (Naz, 2014). Em camundongos foi testado
a concentracao de 100 uM por Gltombik et al. (2014) e observado que essa concentragao
apresentou efeitos toxicos para as células. J& em bufalos a concentragdo de 2 mM
apresentou efeito toxico (Naz, 2011).

Avaliando-se a integridade da membrana plasmatica e acrossomal (Figura 3), foi
observado que a concentragdo de 0,0005 mM de circuma (CUR1) adicionada ao diluente
de sémen obteve resultado significativamente maior ao grupo controle e CUR3 (p<0,05),
ndo apresentando diferenga quando comparado ao grupo de CUR2. Resultados
semelhantes foram apresentados na adi¢ao de 0,5 mM de curcuma no diluente de
congelagdo de s€émen bovino, onde foi observado um o6timo efeito protetor na integridade
da membrana plasmatica (Bucak et al., 2012). Em trabalho realizado com sémen
congelado de camundongos foi observado que a adi¢do de 2,5 mM obteve resultados
semelhantes, preservando a integridade das membranas plasmatica e acrossomal, além de
observarem um aumento na capacidade antioxidante do grupo tratado (Soleimanzadeh e
Saberivand, 2013). Tal efeito protetor pode estar relacionado com a capacidade da
curcuma de acumular-se na membrana plasmatica, isso devido as suas caracteristicas
lipofilicas (Jaruga et al., 1998).

Sabe-se que a concentragdo de ROS em niveis ideais sdo fundamentais para certos
processos fisiologicos, dentre eles a capacitagao espermatica (Baumber et al., 2003),
porém em diferentes niveis pode acarretar em diversos danos a células espermaticas

(Kothari et al., 2010). O presente estudo ndo apresentou melhoras significativas quanto a



911

912

913

914

915

916

917

918

919

920

921

922

923

924

925

926

927

928

929

930

931

932

933

934

935

45

estabilizacdo da membrana plasmatica (Figura 4) quando comparado o grupo controle
com os grupos tratados. Foi observado que na concentragao 0,05 mM (CUR3) de clircuma
apresentou uma piora na estabilizagdo da membrana quando comparado com os demais
tratamentos, o que estd de acordo com o dito anteriormente, onde concentragdes de
antioxidantes devem ser estudas, pois o excesso pode ter efeito toxico as células (Naz,
2011; Gtombik et al., 2014).

A cascata da peroxidagdo lipidica inicia-se com o ataque das ROS aos éacidos
graxos poli-insaturados da membrana plasmatica (Baumber et al., 2003). Sendo assim, o
sémen dos mamiferos € mais sensivel ao estresse oxidativo, devido a sua alta
concentracdo de acidos graxos poli-insaturados e sua limitagdo em reparar os danos
causados (Shah et al., 2016). Esse estresse oxidativo ¢ considerado a principal causa de
infertilidade masculina (Agarwal e Majzoub, 2017). As biotécnicas utilizadas no
processamento do s€émen para o seu armazenamento sdo responsaveis pelo aumento da
producao das ROS, através da exposicao a luz, manipulagao, choque térmico (Sampaio
et al., 2018). A clrcuma inibe a geracdo de anion superdxido e radical hidroxila
impedindo a oxidagao de ferro através da reacdo de Fenton (Aparnak e Saberivand, 2019).
No processo de peroxidacao lipidica faz o papel de limpeza, aprisionando os radicais
livres, além de aprimorar a atividade de enzimas antioxidantes como a enzima superoxido
dismutase (Chanapiwat e Kaeoket, 2015; Zhang et al., 2017), além disso, a curcuma ¢
capaz de acumular-se na membrana plasmatica, € com isso promover a prote¢ao contra
peroxidacdo lipidica (Jaruga et al., 1998).

No presente trabalho nao foi encontrada diferencga significativa em relagdo a
peroxidacdo lipidica (Figura 5) entre os grupos tratados e controle em nenhum periodo de
armazenamento do sémen. Tal resultado pode ser explicado pelo fato de ndo se conhecer

a formula completa do diluente de sémen, que pode possuir na sua apresentagao alguma
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substancia antioxidante capaz de controlar a peroxidacao lipidica. Outra questao, pode
ser o fato de que o processo de refrigeracdo nao foi suficiente para geragdo do estresse
oxidativo total, e consequentemente ndo apresentar diferenca na peroxidagao lipidica.

A prevengdo contra a peroxidacdo lipidica com a utilizagdo da circuma possui
resultados varidveis. Trabalhos mostraram resultados favoraveis da circuma frente a
peroxidagdo lipidica, onde encontraram diminui¢do na peroxidacgdo lipidica em sémen
congelado de bufalos adicionando 1,5 mM ao diluidor (Shah et al., 2016). Tvrda et al.
(2016), verificaram que a adi¢do da curcuma ao s€émen de bovino induzido ao estresse
oxidativo resultou em diminuigdo da peroxidagao lipidica. Trabalhos apresentaram que a
adi¢do da curcuma ndo teve diminui¢do da peroxidacdo lipidica, como nos trabalhos
realizados em sémen congelado de pequenos ruminantes (Bucak et al., 2008; Bucak et
al., 2010) e com sémen congelado de bovino, onde criaram a hipdtese de que o
antioxidante mantém a estabilidade da membrana plasmatica contra o estresse oxidativo
sem eliminar a producao da peroxidacao lipidica, visto que ndo demonstrou influéncia no
fator qualidade espermatica (Bucak et al., 2012), porém com sémen equino nao foram
encontrados relatos até o momento

De acordo com os resultados observados (Tabela 2 e Figuras 3, 4 e 5) a circuma
pode ser uma alternativa para preservacao da motilidade e integridade de membrana
plasmatica e acrossomal no espermatozoide equino apds 72 horas de refrigeracao a 5°C.
Porém mais estudos devem ser realizados para elucidar os efeitos da circuma no sémen
equino. Acredita-se que esse antioxidante possa ser uma ferramenta interessante também
no processo de criopreservacao do s€émen equino.

Diante do estudado, conclui-se que a ciircuma na concentracao de 0,0005 mM
(CURI) adicionada ao diluente de refrigeracao, foi eficaz na preservacao dos parametros

cinéticos, motilidade total e progressiva e aumentando a integridade da membrana
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