UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE

INSTITUTO DE BIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS E BIOTECNOLOGIA

RACHEL FERREIRA BRAGA

Uso de trans-anetol purificado na

criopreservacao de sémen ovino

Dissertacao de Mestrado submetida a
Universidade Federal Fluminense visando a obtenc¢éo do grau de
Mestre em Ciéncias e Biotecnologia

Orientadoras: Joanna Maria Gongalves de Souza Fabjan
Bruna Rios Coelho Alves

uff

Niteroi
2023



RACHEL FERREIRA BRAGA

Uso de trans-anetol purificado na criopreservacao
de sémen ovino

Trabalho desenvolvido nos Laboratérios de Reprodugé@o Animal do
Departamento de Patologia e Clinica Veterinaria e na Unidade de Pesquisa
Experimental em Caprinos e Ovinos (UniPECO) da Faculdade de Veterinaria,
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias e Biotecnologia, Universidade
Federal Fluminense. Apoio Financeiro: CAPES, CNPq e FAPERJ

Dissertagcdo de Mestrado
submetida a Universidade
Federal Fluminense como
requisito parcial visando a
obtencdo do grau de Mestre
em Ciéncias e Biotecnologia

Orientadoras: Joanna Maria Gongalves de Souza Fabjan
Bruna Rios Coelho Alves



RACHEL FERREIRA BRAGA

Uso de trans-anetol purificado na criopreservagao

de sémen ovino

Dissertagdo de Mestrado
submetida a Universidade
Federal Fluminense como
requisito parcial visando a
obtencdo do grau de Mestre
em Ciéncias e Biotecnologia

Banca Examinadora:

Joanna Maria Acsinade de forma digital por
Joanna Marla Gongalves de Souza

Gongalves de Souza .,

Fa bjan Dados: 2023.04.11 15:00:30 -03'00"

Joanna Maria Goncalves de Souza Fabjan — Departamento de Patologia e
Clinica Veterinaria — Universidade Federal Fluminense
(Orientadora/Presidente)

Documento assinado digitalmente

ub RIBRIO IVAN TAVARES PEREIRA BATISTA
g Data: 11/04/2023 13:44:02-0300

Verifique em hitps:/fvalidar.iti.gov.br

Ribrio lvan Tavares Pereira Batista — Departamento de Patologia e Clinica
Veterinaria — Universidade Federal Fluminense

Documento assinado digitalmente

ub MARCILIO NICHI
g Data: 11/04/2023 13:01:59-0300

Verifique em https:/ /validar.iti_gov.br

Marcilio Nichi — Departamento de Reproducao Animal, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade de Sao Paulo

Documento assinado digitalmente

“b JOSE DE OLIVEIRA CARVALHO NETO
g Data: 11/04/2023 20:16:29-0300

Verifique em https://validar.iti.gow.br

José de Oliveira Carvalho Neto — Departamento de Medicina Veterinaria -
Universidade Federal do Espirito Santo

Lucas Francisco Leodido Correia Assinado de forma digital por Lucas Francisco
Leodido Correia lucascorreia@id.uff.br:15154286723

luca SCOTFEia@id.Uff.brﬂ 5154286723 Dados: 2023.04.11 14:53:27 -03'00'

Lucas Francisco Leodido Correia — Departamento de Patologia e Clinica
Veterinaria — Universidade Federal Fluminense




Dedico esta dissertacdo primeiramente a Deus, por ter permitido que eu chegasse aqui;
também dedico & minha méae, por todo o seu apoio durante todos esses anos; por fim,
dedico ao meu pai, que apesar de ndo estar mais entre nés, também sempre me

apoiou e tenho certeza de que ficaria muito alegre em saber de mais esta conquista.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pois Ele tem sido meu auxilio e tem me dado forcas e
oportunidades que eu nunca imaginaria ter.

A minha m&e Marlene, por sempre estar ao meu lado em todos estes anos,
sempre se esforcando para ndo deixar nada faltar, assim como sempre
garantindo que eu ficasse bem. Agradeco também ao meu pai Marcus, que
sempre me apoiou nas minhas escolhas e sempre me apoiou como pode. Vocé
faz falta, pai.

Agradeco imensamente as pessoas que me deram apoio nesses ultimos
meses e que sabem o quanto a situacdo ficou complicada nesse final de 2022
e inicio de 2023:

A Beatriz Santana, Estéfani Borba, e Ludmila Gomes que tém sido
presentes de Deus na minha vida e tém se feito presentes mesmo nos
momentos mais dificeis.

A minha orientadora Joanna, por continuar acreditando em mim e me
proporcionar tantas oportunidades, mesmo quando tenho duvidas de que sou
capaz. Obrigada por todos os incentivos que tem me dado. Também agradeco
a minha coorientadora Bruna, que tem me ajudado a melhorar cada dia mais
minha visao critica.

Agradeco também ao Lucas Correia e a Viviane Brair, por continuarem a
ser pessoas especiais na minha vida e também pela eterna paciéncia em me
aturar nos momentos de duvidas.

A Mariana Guimarées e Gabriela Leal, vocés s&o pessoas maravilhosas e
fiquei feliz por seu apoio no inicio deste ano. Todas as pessoas que citei até
aqui, muito obrigada de coracdo. Mesmo que nem sempre eu saiba expressar
muito bem minha gratidao, sou verdadeiramente grata a todos voceés.

Agradeco ao Grupo de Estudos em Reproducdo dos Animais Domeésticos
(GERAD) por permitir meu crescimento ao longo desse periodo, possibilitando
a troca de experiéncias e de conhecimentos.

Agradeco ao professor Felipe Zandonadi Branddao nao apenas por
possibilitar o uso da UniPECO, mas também pela paciéncia com todas minhas

duvidas e pedidos durante o periodo deste estudo.



Agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) pela oportunidade da bolsa recebida nestes dois ultimos anos
e a Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) e
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPQq) pelo
fomento. Também agradeco ao Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias e
Biotecnologia, por me permitir aprender tanto nesta caminhada.

Por fim, deixo meu agradecimento a todas as pessoas que passaram pela
minha vida e que me ajudaram de alguma forma, seja em alguma necessidade

ou mesmo na minha formacéo como pessoa. Muito obrigada.

Vi



SUMARIO

Lista de abreviaturas, siglas € Simbol0S..............ccooeeiiiiiiii e IX
LiSta de IlUSTIAGOES. .....ceeeeeeiee ettt e e e e e e eees XIl
RESUMIO. ...t e e e e e e e n e XIV
N 0] = Lo TP XV
(N [ a1 doTo [UTor= o J PP PP PP PPPPPPI 1
1.1 Tecnologias de reproducdo assistida €m OVINOS............ccevveveeeeereeininnnns 2
1.2 Tecnologia dO SEBMEN........iiiiiiiiieeeeee et 3
1.2.1 COlBEA. cueiiiiiiiiiee e ——————— 3
1.2.2 AvaliaGao SEMINAL...........ccooiiiiiiiec e 4
1.2.3 AvaliaGao €SPEIMALICA. ........uveeeeeeiiiiiiie et 6
1.2.3.1 Avaliacdes de cinética de movimento.........cccccoeecvvveeeeeeeiiiinnnen. 6

1.2.3.2 Andlises morfolégicas e funcionais..............ccceeevvvvveeveeiiiinnnnnnn. 7

1.2.4 CriOPreSEIVAGAD. ........cevveerireririiiiieaaeeeeeaeaaeeeeeeeeeeeaesearn e aaaaaaaeaes 11
1.2.5 Efeitos da criopreservagao N0 SEMEN...........ovveiiiieiviiiiiiiiieeeeee e 14

1.3 Espécies reativas de oxigénio na célula espermatica...............ccccevvvens 17
1.4 O tranS-aNet0L........ccooeiiiiiiiii e 18

2 ODJELIVO QAL .....iiiiiiiieie e 21
2.1 ObjetiVoS @SPECITICOS. ...uuiiiii it 21
2.1.1 Parametros cinéticos de motilidade...............ccccoeeiviiiiiiiiiiiiieee, 21
2.1.2 Caracteristicas morfolégicas dos espermatozoides........................ 21
2.1.3 Integridade de membrana plasmatica e acrossomal....................... 21
2.1.4 Atividade mitocondrial dos espermatozoides...............ccccvvvviveeeeene. 21
2.1.5 Capacidade de ligagdo a membrana perivitelinica...............c.......... 21
2.1.6 Estresse oxidativo, através da lipoperoxidagao..............ccccvvvvvveennne. 21

3 Material € MELOUOS. ... .uuieieiiiiiiiee et e e e e e aaeanes 22
3.1 Aprovacao ética, local @ aniMaiS. .........ceeeieiiiiiiiiiiiiiee e 22
.2 REAGENTIES. ...ttt e e e et e e 22
3.3 Desenho Experimental.............ooiiiiiiiiiiiiii e 22
3.4 Congelamento e Descongelamento...............cceevieiviiiiiii e, 23
3.5 ANAlISES MICIOSCOPICAS. .....eevverireriirniiiaaassaaeeeaeeeeseeeeeeeeesssnrsnnnnnaeeeeeeennanes 23
3.5.1 Cinética ESPErMALICA..........uuuuuiiiiiiiie e eeeeee e e e e e e e e eeeeeaans 24



3.5.2 Teste NIPOSMOLICO. ... ...ueeiiiieeiiiiieieie et

3.5.3 Integridade de Mmembrana...........cccuuuimiiiiiiiiiiiieee e
3.5.4 Atividade mitocondrial..............coooiiiiiiiiiiiiii e
3.5.5 Status aCroSSOMAL........cccuuuiiiiiiiiiiiiiieiee e
3.5.6 Teste de Ligacado a Membrana Perivitelinica................cceoeeeeeinnnns
3.5.7 Morfologia @SPeIMALICA. ........cuuuieiieee it
TS I T oTo] o1=Tq0) ([0 F=Tot= To TS

3.6 ANAliSes EStatiStiCas...........cooiiiiiiiiiiiiiiieceeeee e

O TS U1 = o [0 1
4.1 ParGmetros pré-congelamento...........oooviiiiiiiieeniiiiiiee e
4.2 Parametros pos descongelamento..............ccoovvviiiiiiieiiiiiccicece e,
4.2.1 CINEtiICA ESPEIMALICA. ... .uuruiiiieeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e eeeaeanen
4.2.2 AvaliagBes morfolégicas e funcionais............ccooecvvviieieeiiiiiieneee e

5 DISCUSSAD.....eeeuieireitietiiiiaaeeseeeeeeeee st e eeeeeaeeteeaeaas s s e e e eaeeaeeaaaeeeee i aaaaaeaeeaaaeaees
6 ConsSIderacdes fiNAIS..........uuiiiiii i
6.1 PEISPECHIVAS. .. .uuuiiiiii i i eeee et e e e e e e e e e e e e e e e e

7 Referéncias bibliograficas...........cccoiiiiiiiiiii
8 APENUICES € ANEXOS.....ciiiiiiiiiiiieee ettt e e e e e e e e e e e e e enaees
8.1 Anexo | — Folha de aprovacéo do Comité de Etica............ccccceevrunne..

8.2 Resumo apresentado da Sociedade Brasileira de Tecnologia de

Embrides (SBTE) 2022

Vil

24
25
25
25
26
27
27
27
29
29
30
30
32
36
40
40
40
54
54

55



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

°C

Hg

ML
pm
UM

®
ATP
ARTs

ALH
AN
BCF
Ca2*
CASA
CATSPER
CEUA
cm
CO2
CTC
DMSO
DNA
FIV

FERT-TALP

g
GLMM

Hz
H202
H20

Graus

Graus Celsius
Micrograma
Microlitro
Micrometro
Micromolar

Marca registrada
Adenosina trifosfato
Assisted reproductive technologies (Tecnologias de reproducao
assistida)

Amplitude do deslocamento lateral da cabeca

Trans-anetol

Frequéncia do batimento cruzado

Calcio

Computer-assisted sperm analysis

Cation channel of sperm (Canal de cation de espermatozoide)
Comissao de ética no uso de animais

Centimetro

Di6xido de carbono

Clortetraciclina

Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico

Fertilizacdo in vitro

Fertilization Tyrode-Albumina-Lactato-Piruvato

Grama

Generalized Linear Mixed Model (Modelo linear generalizado
misto)

Hora

Hertz

Peréxido de hidrogénio

Agua



Kg

LIN
MDA
mg
min
mL
mm
mM

mOsm

PBS
pH
PIVE
SEM
ROS

SCA
sptzs
STR
TBARS

TCA
VAP
VCL
VSL

Inseminacéo artificial

Quilograma

Litro

Linearidade

Malonaldeido

Miligrama

Minuto

Mililitro

Milimetro

Milimolar

Miliosmois

Normal

Nanbmetro

Oeste

Oxigénio

Anion superéxido

Radical hidroxila

Solugao salina tamponada com fosfato
Potencial hidrogeniénico

Producéo in vitro de embrides
Standard error of the mean (Erro padrao da média)
Reactive oxygen species (Espécies reativas de oxigénio)
Sul

Segundos

Sperm class analyzer
Espermatozoides

Retilinearidade

Thiobarbituric acid reactive substances (Substancias reativas ao
acido tiobarbiturico)

Tris acido citrico

Velocidade média do percurso
Velocidade curvilinea

Velocidade linear



viv

ul
UniPECO
WOB

ZP

ZP1

ZP3

Volume/volume

Unidades internacionais

Unidade de pesquisa experimental em caprinos e ovinos
Coeficiente de oscilacao

Zona peldcida

Glicoproteina da Zona Pelucida 1

Glicoproteina da Zona Pellcida 3

Xl



LISTA DE ILUSTRACOES

Lista de Figuras

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Grafico de colunas representando (A) o numero de
espermatozoides (sptzs) com membrana integra e (B) o
namero de sptzs reativos ao teste hiposmotico (integros) em

sémen ovino descongelado. Meios tratados ou ndo com

trans-anetol: ndo tratado — CONT; tratado com 10 uM -
AN10; 50 uyM — AN50; ou 100 pM - AN100. Dados

apresentados como média + SEM. Letras diferentes diferem

significativamente para cada parametro (P < 0,05)...............
Grafico de colunas representando, em sémen ovino
descongelado (A) a porcentagem de espermatozoides com
atividade mitocondrial detectada, pela coloragdo com sonda
MitoTracker, (B): a quantificacdo do teste de
lipoperoxidacado (resultados expressos em ng de Espécies
Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) por mL). Meios
tratados ou ndo com trans-anetol: ndo tratado — CONT;
tratado com 10 yM - AN10; 50 pM — AN50; ou 100 pM —
AN100. Dados apresentados como média £+ SEM. Letras
diferentes diferem significativamente para cada parametro
(P < 0,05). i
Grafico de colunas representando a porcentagem de
espermatozoides (sptzs) capacitados, ndo capacitados e
reagidos. Meios tratados ou ndo com trans-anetol: nao
tratado — CONT; tratado com 10 uM - AN10; 50 uM — AN50;
ou 100 yM — AN100. Dados apresentados como média *
SEM. Nao houve diferenca nos parametros para todos os
tratamentos (P > 0,05).....cccciiiiiiiii e
(A) Grafico de colunas representando o numero de

espermatozoides (sptzs) ligados a membrana perivitelinica

Péagina

32

33

34

35

Wl



por mm?. (B) Imagens representativas do teste de ligacdo a
membrana perivitelinica. Sptzs corados por Hoechst,

aumento de x 200. Setas vermelhas indicam a membrana.

Meios tratados ou ndo com trans-anetol: ndo tratado -
CONT; tratado com 10 yM - AN10; 50 uM — AN50; ou 100

MM — AN100. Dados apresentados como média + SEM.

Letras diferentes diferem significativamente para cada
pPar&metro (P < 0,05).....cccciiiiiiiiiiiiiiieiee e

Lista de Tabelas

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Definicbes dos parametros cinéticos avaliados com o
Computer Assisted Semen Analysis — CASA (Adaptado de
OLIVARES, 2017 uuuiieeeeeee e ee ettt s s e e e e e e e e eneeeaeennnes
Estudos que utilizaram diferentes fontes contendo trans-

anetol na sua composicdo na criopreservacao ou nao de

Parametros (média + SEM) analisados em sémen ovino
apos diluicdo (pré-congelamento) com meios contendo ou
nao trans-anetol (AN) purificado............ccoeeeeeiiiiiiiiiiiccn,
Parametros (média +* SEM) de cinética espermética
imediatamente ap6s descongelamento de sémen ovino
criopreservado com meio contendo ou ndo trans-anetol (AN)
PUFfICAAO......oeeeeeeiee e
Parametros (média + SEM) de morfologia espermatica
avaliados apos descongelamento em sémen ovino
criopreservado com meio contendo ou n&o trans-anetol (AN)

[ TU T 71 T0%= To [0 TSRS

Pagina

20

29

31

XMl



RESUMO

A criopreservacdo de sémen associada a inseminacdo artificial torna mais
eficiente a propagacéo de caracteristicas zootécnicas de interesse. No entanto,
esse processo leva ao estresse oxidativo dos espermatozoides, reduzindo sua
viabilidade. O trans-anetol, um antioxidante natural encontrado em plantas,
parece melhorar a sobrevivéncia dessas células durante a criopreservacao de
sémen. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes
concentracfes de trans-anetol purificado no meio de criopreservagao de sémen
ovino. Para isso, seis carneiros foram submetidos a coleta seminal via vagina
artificial por sete dias. Ejaculados com motilidade espermatica 280% (n=30)
foram diluidos individualmente com meio Tris-Gema, e divididos nos seguintes
tratamentos, de acordo com a concentracao de trans-anetol adicionado ao meio:
CONT (0 pM), AN10 (10 pM), AN50 (50 pM) e AN100 (100 pM). O sémen foi
congelado em méaquina prépria e descongelado a 37 °C por 30 s. Analises foram
realizadas no momento da diluicdo (cinética espermatica, integridade de
membrana plasmatica, hiposmaético e atividade mitocondrial) e imediatamente
apos o descongelamento (cinética espermética, integridade de membrana
plasmatica, hiposmotico, atividade mitocondrial, status acrossomal, ligacdo a
membrana perivitelinica e lipoperoxidagéo). Os dados foram analisados usando
um modelo misto linear generalizado. Apds o descongelamento, o grupo AN100
apresentou melhores resultados (P < 0,05) nos parametros de motilidade
progressiva e espermatozoides com velocidade média, quando comparado aos
outros grupos. Além disso, AN100 também apresentou mais espermatozoides
com velocidade rapida que o CONT e AN10 (P < 0,05). No teste de ligacdo a
membrana perivitelinica, AN100 e AN50 tenderam a ter (P = 0,08) mais
espermatozoides ligados a membrana. Por outro lado, no teste hiposmotico,
AN100 apresentou menos espermatozoides com membrana ativa quando
comparado aos grupos CONT e AN10 (P < 0,05) e maiores niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) do que AN10 e AN50 (P < 0,05). O
AN10 foi o grupo que apresentou menores niveis de TBARS quando comparado
aos grupos CONT e AN100 (P < 0,05). Assim, é possivel afirmar que
concentracfes de 10 e 50 uM de trans-anetol no diluidor possuem efeitos
positivos nos espermatozoides ovinos, aumentando sua motilidade progressiva,
habilidade de ligacdo a membrana, além de possuir efeito antioxidante na
criopreservacdo de sémen, mas sua alta concentracdo parece afetar a
membrana dessas células.

Palavras-chave: antioxidante, erva-doce, congelamento, malonaldeido, ROS
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ABSTRACT

Semen cryopreservation associated with artificial insemination increases the
efficiency for propagation of zootechnical characteristics of interest. However,
this process leads to oxidative stress of sperm, reducing their viability. Trans-
anethole, a natural antioxidant found in plants, appears to improve the survival
of these cells during semen cryopreservation. The aim of this study was to
evaluate the effects of different concentrations of commercial trans-anethole in
ram semen cryopreservation extender. Six rams were submitted to a seminal
collection with artificial vagina for seven days. Ejaculates with sperm motility 280%
(n=30) were individually diluted with Tris-Egg-Yolk extender, and allocated into
the following treatments, according to the concentration of commercial trans-
anethole added to the extender: CONT (0 uM), AN10 (10 uM), AN50 (50 uM)
and AN100 (100 pM). The semen was frozen in a machine and thawed at 37 °C
for 30 s. Analyses were performed at the time of dilution (sperm kinetics, plasma
membrane integrity, hypoosmotic, and mitochondrial activity) and immediately
after thawing (sperm Kkinetics, plasma membrane integrity, hypoosmotic,
mitochondrial activity, acrosomal status, binding to the perivitelline membrane,
and lipid peroxidation). Data were analyzed using a generalized linear mixed
model. After thawing, the AN100 group presented better results (P < 0.05) of
progressive motility and spermatozoa with average velocity when compared to
the other groups. In addition, AN100 also had more fast sperm when compared
to CONT and AN10 (P < 0.05). In the perivitelline membrane binding test, AN100
and AN50 tended to have more sperm bound to the membrane (P = 0.08).
However, in the hypoosmotic test, AN100 showed fewer sperm with active
membranes when compared to the CONT and AN10 groups (P < 0.05).
Moreover, AN100 also had higher levels of TBARS when compared to AN10 and
ANS50 groups (P < 0.05). AN10 had the lowest TBARS levels when compared to
CONT and AN100 (P < 0.05). Therefore, adding concentrations of 10 and 50 uM
of trans-anethole in the extender has positive effects on ovine spermatozoa,
increasing progressive motility, ability to bind to the membrane, and an
antioxidant effect in semen cryopreservation, but it seems that a higher
concentration can affect these cell membranes.

Keywords: antioxidant, fennel, freezing, malondialdehyde, ROS
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura possui grande importancia no mundo em Vvarios aspectos.
A criacdo de ovinos € principalmente relevante em areas em que o ambiente
nao é favoravel a criacdo de gado bovino, sendo entdo uma atividade econémica
importante em regibes mais aridas. Além disso, devido a caracteristicas
similares aos humanos, como peso, estrutura 6ssea e articular, assim como na
sua composicao genética e fisioldgica, a espécie ovina também é utilizada como
modelo em estudos de doencas ortopédicas e hereditarias (MORRIS, 2009;
FIGUEIROA et al., 2011; PINNAPUREDDY et al., 2015). Em 2022, a producgao
de carne da espécie ovina chegou a 16,6 milhdes de toneladas, o que
corresponde a 4,6% da producdo de carne no mundo (FAO, 2022). Além da
carne, o leite e outros produtos como a la também podem ser obtidos desses
animais (MORRIS, 2009). No Brasil, a ovinocultura possui importancia
econdmico-social e, em 2020, o rebanho ovino do pais constava de 20.628.699
cabecas distribuidas por todo o territorio (FAOSTAT, 2022). Ainda assim, a
producédo nao é suficiente para atender a demanda interna e produtos de origem
ovina sao importados (EMBRAPA, 2018).

Para auxiliar no incremento da producdo animal, ferramentas como a
criopreservacdo de gametas sdo utilizadas com a finalidade de aumentar a
eficiéncia do melhoramento genético (UGUR et al., 2019). A criopreservacéao de
sémen, quando associada a inseminacdo artificial (IA), permite maior
flexibilidade na aplicacdo desta ultima, além de possibilitar a troca genética entre
individuos de lugares distantes, sem a necessidade do transporte dos mesmos
(LV et al., 2019). Apesar dessas vantagens, o congelamento de sémen ovino
ainda nao tem sido tao utilizado na producéo ovina em larga escala, devido a
algumas limitacbes, como a reducdo significativa na viabilidade dos
espermatozoides apos o processo de criopreservagdo (PERIS-FRAU et al.,
2020).

Devido a necessidade de aprimoramento das técnicas de criopreservacao,
diferentes estratégias tém sido testadas para reduzir os danos causados durante
0 processo. Com isso, estudos tém utilizado diferentes substancias com a
finalidade de aumentar a protecdo das células durante a congelacdo (PERIS-
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FRAU et al., 2020). Dentre estes, estdo compostos obtidos a partir de plantas,
devido as propriedades benéficas observadas em outros tipos celulares, ja
documentadas na literatura (ROS-SANTAELLA E PINTUS, 2021). Com isso,
tanto o extrato obtido de plantas, quanto o principal composto de interesse na
sua forma purificada, tém sido objeto de pesquisa na criopreservagao de sémen
de animais de produgcéo (ROS-SANTAELLA E PINTUS, 2021; SHARAFI et al.,
2022).

1.1 TECNOLOGIAS DE REPRODUCAO ASSISTIDA EM OVINOS

O desenvolvimento das Tecnologias de Reproducéo Assistida (do inglés,
ARTS), representou um marco para a humanidade, permitindo, em humanos,
gue casais com problemas de fertilidade tenham filhos (OMBELET E VAN
ROBAYS, 2015). A primeira IA realizada com sucesso foi em 1784, em uma
cadela, por Lazzaro Spallanzani, resultando no nascimento de trés filhotes. Ja
em ovinos, esta técnica comecou a ser utilizada por volta do inicio dos anos
1900 (FOOTE, 2002). Além disso, sua utilizacdo em animais domésticos
também tem sido importante principalmente na producdo animal, permitindo a
aceleracdo do melhoramento genético, ampliando a oportunidade de procriacédo
de individuos geneticamente superiores (LAYEK et al., 2016). Dentre as ARTs
aplicadas, € possivel realizar a coleta e criopreservacdo de sémen para ser
utilizado na IA ou na Producéo in vitro de Embrides (PIVE). Em ambos os casos,
0 uso de sémen criopreservado tem a vantagem de permitir o planejamento do
momento e local em que sera realizado seu uso, além de permitir a possibilidade
de nascimento de descendentes mesmo apds o falecimento do macho
(ANDRABI E MAXWELL, 2007).

No entanto, em ovinos, algumas caracteristicas levam a resultados menos
satisfatérios quando o sémen criopreservado é utilizado na IA. Ap6s o
descongelamento, 40 a 60% dos espermatozoides se mantém modveis, mas
apenas 20 a 30% das células sao biologicamente viaveis (LV et al., 2019). Esse
fator, associado a dificuldade em se realizar a IA transcervical devido a anatomia
da cérvix ovina, contribui para uma relativa baixa taxa de prenhez, que pode
variar de 30 a 70% (GIBBONS et al., 2019). Apesar da possibilidade da IA ser
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realizada pelo uso de laparoscopia, esta ainda é uma realidade pouco
corriqueira nessa espécie, devido a necessidade de equipamentos e
profissionais mais especializados (BAILEY et al., 2000; LV et al., 2019). Além
disso, ha questdes relacionadas ao bem-estar animal, ja que esta técnica é mais
invasiva do que a IA transcervical, assim como a necessidade de jejum do
animal por tempo prolongado (FONSECA et al., 2016). Assim, espera-se que
melhorar a qualidade do sémen criopreservado propicie 0 aumento da
populacdo de espermatozoides viaveis dentro do trato reprodutivo da fémea,
permitindo resultados mais satisfatérios com a IA (SALAMON E MAXWELL,
2000).

1.2 TECNOLOGIA DO SEMEN

1.2.1 Coleta

O interesse humano pela reproducéo é documentado desde o século XVII,
guando foram feitas as primeiras observacfes de espermatozoides ao
microscopio por Leeuwenhoek, em 1677 (COBB, 2012). A partir de entdo,
estudiosos da época aprofundaram-se no assunto e, em 1784, Lazzaro
Spallanzani realizou a primeira IA em uma cadela, o que resultou no nascimento
de trés filhotes. Muitos anos depois, em 1938, foi desenvolvido por Milanov, na
Russia, um dos métodos de coleta seminal até hoje utilizado, denominado de
vagina artificial (OMBELET E VAN ROBAYS, 2015; LONERGAN, 2018). Como
0 nome sugere, esse método simula o aparelho reprodutivo da fémea e é a
forma de coleta mais préxima ao natural, e pode ser utilizada em diferentes
espécies, sendo confeccionada de acordo com as proporgdes e caracteristicas
anatbmicas e fisiologicas proprias de cada animal (GREYLING E
GROBBELAAR, 1983; VILLAVERDE et al., 2013). Mesmo com suas vantagens,
h& a necessidade de algum treinamento dos machos para utilizacdo deste
meétodo e ha casos em que ha necessidade da presenca de uma fémea em estro
para servir de estimulo (WULSTER-RADCLIFFE et al., 2001).

Outro método utilizado para coleta de sémen consiste na utilizagdo de um

estimulador elétrico denominado eletroejaculador, o qual, por meio de
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descargas elétricas programadas, gera estimulacao das glandulas acessorias,
levando a ejaculacdo (ABRIL-SANCHEZ et al., 2019). Outras formas de coleta
utilizadas para obtencdo de ejaculados incluem a manipulacdo digital e a
cateterizacao uretral. Ambas as técnicas possuem como vantagem a obtencao
de uma amostra mais proxima a fisiolégica, assim como a da vagina artificial,
mas a primeira se aplica a poucas espécies (como 0s caes), enquanto a
segunda necessita da sedacdo do animal (ZAMBELLI et al., 2008). E possivel
também se obter espermatozoides diretamente do trato reprodutivo masculino,
geralmente da cauda do epididimo e/ou ducto deferente, sendo esta via de
obtencdo importante principalmente em pesquisas (utilizacdo de materiais
provenientes de castracdo de pequenos animais, ou de estudo em pequenos
roedores de laboratério) e em caso de morte do animal (HASSAN et al., 2021).

Em ovinos, as técnicas mais utilizadas sdo a vagina artificial e
eletroejaculacdo. No entanto, neste Ultimo caso h& a preocupacado em relacao
ao bem-estar animal, ja que ja foi demonstrado que os individuos coletados por
esse método apresentam respostas tipicas relacionadas ao estresse (ABRIL-
SANCHEZ et al., 2019). Para reduzir este estresse, € possivel realizar anestesia
geral e sedacado, o que torna a aplicacdo da técnica mais complexa (ABRIL-
SANCHEZ et al., 2018). Além disso, como héa estimulacdo maior das glandulas
sexuais acessorias, o ejaculado obtido por eletroejaculacdo possui maior
volume, devido a maior proporcao de plasma seminal (LEDESMA et al., 2014;
ABRIL-SANCHEZ et al., 2019). Assim, a utilizacdo da vagina artificial € um
método preferencial para a coleta seminal na espécie ovina, com menor
estresse ao animal e obtencdo de sémen mais proximo das suas caracteristicas

fisiologicas.

1.2.2 Avaliagdo Seminal

Os parametros de qualidade seminal s&o influenciados néo apenas pela
espécie, mas também por fatores individuais e aqueles relacionados a cada
ejaculado produzido em um mesmo animal. Desta forma, é importante que

sejam realizadas avaliagfes do sémen e espermaticas para selecionar amostras



gue possuam as caracteristicas consideradas ideais para a espécie e que
podem ser utilizadas tanto para uso imediato, quanto para a criopreservacgao.

O sémen possui diferentes componentes como plasma seminal e
espermatozoides maduros e imaturos, além de células ndo reprodutivas,
microrganismos e debris ndo especificos (PARAMIO E ISQUIERDO, 2014). O
plasma seminal € um meio complexo, secretado primariamente pelas glandulas
sexuais acessorias, gue em ovinos consistem na prostata, glandulas vesiculares
e glandulas bulbouretrais (NOAKES et al., 2001). A funcéo do plasma é fornecer
ao sémen componentes (incluindo agucares como a frutose), que irdo auxiliar
na manutencdo dos espermatozoides, bem como no transporte das células
espermaticas no trato genital da fémea (RICKARD et al., 2016). No caso do
carneiro, o volume do ejaculado varia conforme o método de coleta, sendo 0,5
a 3 mL quando coletado por vagina artificial, ou maior quando a coleta é
realizada por eletroejaculacdo, em face do aumento do volume do plasma
seminal, que é inerente a este Ultimo método (JIMENEZ-RABADAN et al., 2012;
CBRA, 2013).

Alguns parametros sédo importantes para se determinar a qualidade do
sémen coletado e devem ser observados assim que possivel ap6s a obtencéo
do ejaculado. Logo ap0s a coleta, o ejaculado é avaliado tanto macro como
microscopicamente, por meio de analises que compdem o espermograma. Uma
das avaliagbes macroscopicas diz respeito ao aspecto do sémen, que pode
apresentar coloracdo desde esbranquicada a amarelada, e aparéncia cremosa
a aquosa (CBRA, 2013). A observacdo da coloracdo fora dos padrées
esperados de normalidade, € um indicativo de possivel contaminacdo, por
exemplo, com sangue (vivo ou hemolisado) ou componentes inflamatérios. A
avaliacdo microscopica do sémen permite a deteccdo de leucdcitos e outros
tipos celulares no mesmo, contribuindo para a determinacéo da possibilidade de
utilizacdo da amostra para fertilizacdo ou congelamento (HENKEL E SCHILL,
2003). J4 a aparéncia, que é uma classificacdo que possui relacdo com a
viscosidade do sémen, reflete a concentracéo de espermatozoides presentes no
mesmo, sendo amostras cremosas com concentragdo alta, enquanto as
aguosas apresentam baixas concentragfes espermaticas (oligozoospérmicas)
(CBRA, 2013).



Em animais domésticos os parametros considerados normais variam de
espécie para espécie, principalmente em relacéo a volume e concentracdo. Em
espécies de alta concentracdo espermatica, como 0sS ruminantes, o
turbilhonamento (ou movimento de massa) € avaliado microscopicamente em
uma gota de sémen em lamina. A classificacdo minima desejavel é trés, em uma
escala de zero a cinco, em que zero é a auséncia de turbilhonamento e cinco
um valor acentuado de movimento de massa (CBRA, 2013). A avaliacdo da
concentracdo espermatica pode ser feita por meio de diferentes métodos:
contagem de aliquota de espermatozoides em céamara de Neubauer,
espectrofotometria, citometria de fluxo, ou por meio de analise de imagens em
aparelhos de microscopia associados a softwares especificos (BRITO et al.,
2016). Em ovinos, a concentracdo média de espermatozoides em um ejaculado
é de 2,5 a 6 x 10°%mL quando a coleta é realizada por vagina artificial, sendo
geralmente menor quando o sémen é coletado por eletroejaculacdo (LARSEN,
2021).

1.2.3 Avaliagcdo espermatica

1.2.3.1. Avalia¢cfes de cinética de movimento

Uma das primeiras analises espermaticas a ser realizada é a observacao
da movimentac&do dos espermatozoides, a partir da qual podem ser obtidas as
informacdes de motilidade e vigor. O vigor é um dado subjetivo, ja que é
determinado a partir da observagao do avaliador e, portanto, depende do seu
treinamento. Este parametro representa a intensidade do movimento do
espermatozoide, com classificacdo de um a cinco, sendo um 0 movimento
exclusivamente oscilatério, enquanto cinco é progressivo retilineo e muito rapido.
(CBRA, 2013). J& a andlise da motilidade é feita pela quantificacdo da
porcentagem de espermatozoides vistos em movimento. Esta pode ser obtida a
partir da observacdo em microscopia oOptica, e estimada pelo avaliador, o que
leva a variacOes técnico-dependente e maior subjetividade. Em um carneiro

saudavel e sexualmente maduro, espera-se que O0s espermatozoides



apresentem pelo menos 80% de motilidade e que o vigor dos seus movimentos
esteja com classificacdo minima de trés (CBRA, 2013).

A avaliacdo da motilidade também pode ser feita a partir de uma analise
computadorizada (Computer Assisted Semen Analysis — CASA), que a torna
mais objetiva e fornece uma quantidade maior de dados relacionados a cinética
espermética. J& foi demonstrado que estes dados podem ser correlacionados
com a fertilidade, mesmo que ainda ndo haja consenso sobre a validade desta
correlagdo (BROEKHUIJSE et al., 2011; TSAKMAKIDIS, 2010; DEL OLMO et
al., 2013). A partir da analise do CASA, a motilidade é classificada em motilidade
total, progressiva e ndo progressiva. Além disso, esta andlise fornece os
seguintes parametros: velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade linear (VSL,
pum/s), velocidade média do percurso (VAP, um/s), amplitude do deslocamento
lateral da cabeca (ALH, um), frequéncia do batimento cruzado (BCF, Hz),
linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %) e coeficiente de oscilagéo
(WOB, %) (MORTIMER E SWAN, 1995; VERSTEGEN et al., 2002) (Tabela 1).
Todos esses parametros fornecem as diferentes caracteristicas dos movimentos
das células espermaticas e, recentemente, também tém sido utilizados para
classificar as diferentes subpopulacdes espermaticas existentes no sémen
(HIDALGO et al., 2021).

1.2.3.2 Anélises morfoldgicas e funcionais

As andlises morfolégicas e funcionais possuem a funcdo de acessar a
integridade bioquimica, genética e fisica dos espermatozoides. Diferentes testes
foram desenvolvidos buscando-se associar a precisdo e praticidade, visando
bom custo-beneficio. Algumas avaliacbes que sado realizadas incluem:
integridade de membranas plasmatica (ALFRADIQUE et al., 2018) e acrossomal
(CORMIER et al., 1997), morfologia espermatica (CHENOWETH et al., 2005),
atividade mitocondrial (DRUART et al., 2009), lipoperoxidacdo (SARLOS et al.,
2002) e teste de ligacdo a membrana perivitelinica (CAMPOS et al., 2017). A
importancia de todas essas analises se da ndo apenas por selecionar a amostra

de sémen de maior qualidade do ponto de vista reprodutivo, mas também para



se acessar a magnitude de alteragbes que ocorrem durante o processo de

criopreservagao.

Tabela 1. Definicbes dos parametros cinéticos avaliados com o Computer Assisted
Semen Analysis — CASA (Adaptado de OLIVARES, 2017).

Parametro Nome Definigcao
Velocidade média do
espermatozoide de um ponto a outro
VCL (um/s) Velocidade curvilinea do trajeto realizado, incluindo todos
0os desvios do movimento de sua
cabeca
Velocidade média percorrida em
VSL (um/s) Velocidade linear linha reta entre os pontos inicial e
final do percurso
Velocidade média do Velocidade média ininterrupta do
VAP (um/s) . .
percurso trajeto da célula
_ Amplitude do deslocamento médio
Amplitude do deslocamento _
ALH (um) da cabeca do espermatozoide em
lateral da cabeca o
sua trajetoéria real
o _ Frequéncia que a cabegca do
Frequéncia do batimento ) o
BCF (Hz) espermatozoide cruza sua trajetoria
cruzado L
média por segundo
, , Valor médio da proporgéo entre VSL
LIN (%) Linearidade
e VCL
Valor médio da proporgéo entre VSL
STR (%) Retilinearidade e VAP. Estima a proximidade do
percurso da célula a uma linha reta
. o Valor médio da proporcao entre VAP
WOB (%) Coeficiente de oscilagéo

e VCL

A morfologia espermatica pode ser avaliada utilizando diferentes técnicas,

como a camara umida (analisada sob microscopia de contraste de fase) e

esfregaco corado (sendo eosina-nigrosina um dos corantes possiveis de ser
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utilizado, analisado sob microscopia 6ptica de campo claro). O primeiro método
€ 0 mais recomendado, j& que a realizacao do esfregaco para coloracao resulta
em maior ocorréncia de cabecas destacadas por conta da técnica (CBRA, 2013).
Em ambos os casos, apds a confeccdo das laminas, as células sdo observadas
e classificadas como normais e anormais e, as anormais, classificadas de
acordo com o tipo de defeito apresentado (maior ou menor) (CHENOWETH,
2005). Ao final, calcula-se a proporcao de células normais e anormais e, com
esse resultado, é possivel obter um dos parametros para avaliar a qualidade do
sémen. Em ovinos, é desejavel que o macho apresente =80% de
espermatozoides normais e < 10% de espermatozoides com defeitos maiores
(CBRA, 2013). Outros métodos de classificacdo também podem ser aplicados,
como por exemplo uma sequéncia de perguntas que podem ser respondidas de
acordo com a caracteristica dos espermatozoides avaliados (WHO, 2021). Todo
ejaculado possui uma porcentagem de espermatozoides anormais e a
incidéncia dessas anormalidades esta relacionada tanto a fatores endogenos
(como idade e o processo de maturacao espermatica), quanto fatores exdégenos
(como estresse térmico do ambiente ou osmolaridade do meio diluidor) (AX et
al., 2000). A morfologia também pode indicar diferentes problemas reprodutivos
nos machos, sendo estes causados por influéncias do ambiente ou até
problemas genéticos (CHENOWETH, 2005; SURIYASOMBOON et al., 2005).
A avaliagdo da integridade de membrana plasmatica pode ser realizada
através da utilizacdo de corantes vitais e sondas, assim como pela utilizacdo do
teste hiposmatico. A associacdo de duas sondas - iodeto de propideo (néo
permeavel a membrana) e laranja de acridina (permeavel a membrana) - permite
a analise da integridade fisica da membrana com resultados confiaveis e rapidos
(YANIZ et al., 2013). Ambas as sondas se ligam aos acidos nucleicos, mas o
iodeto de propideo por ndo ser permedvel, é internalizado apenas pelas células
gue possuem lesdo em sua membrana. Ja a laranja de acridina € permeavel e
emite fluorescéncia verde. Neste teste, os espermatozoides sao classificados
como verde e vermelho, o que representa, respectivamente, integros e nao
integros (YANIZ et al., 2013; ALFRADIQUE et al., 2018). J& o teste hiposmotico
permite que o0s espermatozoides sejam classificados com base na

funcionalidade bioquimica de suas membranas plasmaticas. Em membranas
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funcionais, um meio hiposmético induz a entrada de agua na célula, em uma
tentativa desta de se equilibrar osmoticamente com o exterior. Nos
espermatozoides, a entrada de agua faz com que a cauda de uma célula integra
apresente entumecimento, o que faz com que ocorra enrolamento de sua calda.
Assim, espermatozoides com cauda enrolada possuem membrana
bioguimicamente integra, enquanto aqueles que apresentam cauda reta
possuem alguma lesdo de sua membrana (JEYENDRAN et al., 1984).

Também é possivel avaliar regides importantes do espermatozoide, como
0 acrossoma, que apo6s entrar em contato com a zona pellcida, libera seu
conteludo, resultando na sinalizacdo que permite a interacdo od0cito-
espermatozoide e, consequentemente, a fertilizacdo (FLORMAN et al., 2008).
Dessa forma, é importante avaliar a ocorréncia de danos na membrana
acrossbmica, que podem levar a perda de sua funcdo. Para isso, foram
desenvolvidas diferentes técnicas de avaliacdo do status acrossomal (que esta
relacionado a capacita¢do), com a utilizacdo, por exemplo, de corantes (como
rosa bengala, giemsa e azul Trypan), lecitinas e clortetraciclina (CTC) para,
(SANTOS et al., 2015; STIVAL et al., 2016; RUI et al., 2017). E possivel
classificar 0s espermatozoides da seguinte forma: ndo capacitados
(fluorescéncia uniforme por toda a cabeca), capacitados (faixa sem
fluorescéncia na regido pods-acrossomal) e com acrossoma reagido
(fluorescéncia quase inexistente na cabecga, com apenas uma faixa brilhante na
regido equatorial ou apenas a peca intermediaria com fluorescéncia) (WARD E
STOREY, 1984; CORMIER et al., 1997).

Para que ocorra o correto funcionamento das células eucarioticas,
complexas fung¢des bioquimicas ocorrem, como a atividade mitocondrial, que
resulta na producéo de ATP, vital para as atividades celulares (AMARAL et al.,
2013). Os espermatozoides necessitam que sua atividade mitocondrial seja
mantida para que haja batimento dos flagelos e, assim, a possibilidade de
movimentagao no trato reprodutivo da fémea para a fertilizacdo (FOLGER@ et
al., 1993). Para se avaliar a atividade mitocondrial dos espermatozoides é
possivel se utilizar a sonda MitoTracker Green®, que marca apenas células vivas
e é seletiva a mitocbndria, a qual acumula esta sonda em seu interior
(MARQUES-SANTOS et al., 2003; DRUART et al., 2009).
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As células produzem subprodutos de suas reagBes, como espécies
reativas de oxigénio (reactive oxygen species - ROS), que em concentragdes
fisiologicas possuem um importante papel nas funcdes celulares (KODAMA et
al., 1996). No entanto, quando ha aumento nas ROS — resultante de um estresse
oxidativo — ocorrem danos devido a peroxidacdo lipidica, a qual os
espermatozoides sdo especialmente suscetiveis devido a presenca de acidos
graxos poli-insaturados e baixos niveis de antioxidantes (KODAMA et al., 1996).
Para avaliar a taxa de lipoperoxidacdo das células espermaticas, é possivel
utilizar a técnica de espectrofotometria na leitura da coloracéo résea gerada pela
reacao entre as moléculas de acido tiobarbitirico e malonaldeido, assim como
utilizacdo de sondas como BODIPY (SARLOS et al., 2002; DOMINGUEZ-
REBOLLEDO et al., 2010; CORREIA et al., 2021).

Além de todas essas analises, é possivel também avaliar a capacidade
dos espermatozoides de fertilizar, realizando-se 1A ou entdo a fertilizagao in vitro
(FIV) (MOORE et al., 2005; PAU et al., 2020). No entanto, ha também outra
técnica que ja teve sua acuracia demonstrada: a avaliacdo da ligacdo dos
espermatozoides & membrana perivitelinica de ovo de galinha (BARBATO et al.,
1998; CAMPOS et al., 2017; CORREIA et al., 2021). Essa técnica permite uma
boa predicdo da capacidade dos espermatozoides de fertilizar, mesmo diante
das limitacdes (por exemplo, por ndo se tratar de uma fertilizacéo de fato e por
nao ser possivel a avaliacdo da qualidade embrionéaria) (BARBATO et al., 1998;
YANG et al.,, 2021). A utilidade dessa técnica é considerada pelo fato de
existirem algumas similaridades entre as glicoproteinas presentes na membrana
perivitelinica com aquelas presentes na zona pellucida (ZP) de mamiferos
(ROBERTSON et al.,, 2000). A presenca de glicoproteinas da ZP 1 e ZP3,
homologas as presentes na ZP de mamiferos e importantes na fertilizagéo,
permite que espermatozoides de outras espécies se liguem a membrana
perivitelinica (WACLAWEK et al., 1998; BAUSEK et al., 2000). Com isso, é
possivel predizer a capacidade de fertilizar, sem a necessidade de utilizacdo de
oocitos (DE ARAUJO et al., 2015).

1.2.4 Criopreservacgéao
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Acredita-se que a primeira observagéo dos efeitos da baixa temperatura
em espermatozoides foi feita em 1776 por Lazzaro Spallanzani, apds observar
gue as células se tornavam imoveis apos serem refrigeradas com neve
(SHERMAN, 1964). Com o avanco dos estudos na area de reproducao, assim
como das biotecnologias utilizadas, passou-se a estudar uma alternativa para
manter 0s gametas criopreservados e serem utilizados em momento oportuno,
flexibilizando a aplicabilidade das biotecnologias reprodutivas (RODRIGUEZ-
WALLBERG et al.,, 2019). Em humanos, além do uso da preservacdo de
gametas para se flexibilizar o momento em que as pessoas poderdo vir a ter
filhos, estudos também tém sido realizados para a preservacdo de tecidos
ovarianos e testiculares em casos de tratamentos agressivos — como quimio e
radioterapia — em individuos em idade reprodutiva, ou até mesmo antes desse
periodo, para permitir que no futuro possam vir a ter descendentes (ONOFRE
et al., 2016). Ja na area animal, a criopreservacao tem se mostrado uma aliada
na producdo animal junto a outras biotecnologias, principalmente na aceleracao
da genética do rebanho, além de permitir a formacdo de criobancos de
germoplasma, seja de espécies domésticas ou ameacadas de extin¢do (FICKEL
etal., 2007; UGUR et al., 2019). Para isso, inUmeros estudos tém sido realizados
visando o aprimoramento dos protocolos de criopreservacédo, seja em humanos
ou animais. Na criopreservacdo de sémen, diferentes técnicas foram
desenvolvidas para se realizar a preservacao das células. Essas técnicas
variam tanto em relacdo a velocidade de reducédo da temperatura, quanto ao
préprio meio em gue o sémen necessita ser adicionado (ALJASER et al., 2022).

O congelamento lento e a vitrificagdo sdo duas técnicas de criopreservacao
de sémen, sendo a primeira a mais utilizada (KUMAR et al., 2019). No
congelamento lento, a técnica pode ser realizada de forma manual ou
automatica, sendo a dultima com auxilio de maquinas de congelamento
(ERDMANN et al., 2020). Para isso, sdo utilizadas palhetas préprias para essa
finalidade (0,25 ou 0,50 mL), que sdo preenchidas com o sémen ja diluido em
meios contendo crioprotetores, seladas, passam um processo de refrigeracao e
posteriormente sdo armazenadas em nitrogénio liquido (BEZERRA et al., 2012).
Nesta técnica € importante que a reducdo de temperatura seja controlada, nao

sendo rapida demais, para que nao haja danos pela formacdo de cristais
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intracelulares, e nem muito lenta, pois assim levard& a danos devido a
desidratacdo celular. A técnica para descongelamento do sémen também é
crucial, ja que taxas de descongelamento menores que a faixa de -60 °C a -5 °C
podem levar a recristalizacdo, com formacédo de cristais maiores, enquanto
taxas maiores que os desta faixa podem levar a um desbalanco osmético, com
consequente entrada de agua na célula (KUMAR et al., 2019). J& o resfriamento
ultrarrapido de sémen (comumente denominado como vitrificacdo) € uma
técnica que tem como principio a conversao do liquido para um estado vitreo,
resultando em menor formacao de cristais de gelo, por meio de altas taxas de
resfriamento (BOVEDA et al., 2018). Assim, as principais vantagens da
vitrificacdo incluem a reducao de danos causados devido a menor formacao de
cristais intracelulares, o menor tempo necessario para sua realizacao e o menor
custo, jA que dispensa a utilizacdo de equipamentos, como as maquinas de
congelamento (KUMAR et al., 2019). Para que se atinjam esses resultados na
técnica convencional de vitrificagdo, € necessaria a utilizacdo de altas
concentracfes de crioprotetores, o que € um fator limitante principalmente para
as células espermaticas, devido aos efeitos toxicos e osmaéticos destas altas
concentracdes (ISACHENKO et al., 2004).

Tanto para o congelamento lento, quanto para a vitrificagcdo, ha a
necessidade de se utilizarem substancias que protejam as células do processo
realizado, ja que toda a manipulacdo — incluindo-se diluicdo, resfriamento,
congelamento/vitrificacdo e descongelamento/aguecimento — gera estresse
celular (BALDI et al., 2020). Dessa forma, foram desenvolvidos meios
conhecidos como diluidores, que contém substancias crioprotetoras,
classificadas como permedaveis e ndo-permeaveis, e que visam reduzir os
efeitos causados por esses processos. Os crioprotetores permeaveis sao
pequenas moléculas ndo ibnicas, que entram nas células e conferem protecao
a estrutura intracelular, sendo os mais utilizados o glicerol e o dimetilsulfoxido
(DMSO) (SIEME et al., 2016). Apesar de conferirem crioprotecdo, se utilizados
em altas concentracdes sao toxicos e, para se mitigar essa toxicidade, sao
associados com crioprotetores nao-permeaveis, como a sacarose, que
permanecem fora da célula e controlam a osmolaridade do meio extracelular
(HEZAVEHEI et al., 2018; ALJASER, 2022). Também é possivel adicionar aos
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meios outras substancias que agem através de diferentes mecanismos, como
as proteinas anticongelantes (que inibem a recristalizacdo) e os antioxidantes
(que reduzem os danos causados pela producdo de ROS); assim como
manipular a composicéo lipidica da membrana por meio da adicédo de colesterol
para torna-la mais estavel (CORREIA et al., 2021; RIESCO et al., 2021; YANG
et al., 2021). No entanto, o processo de criopreservacdo e, principalmente os
meios, necessitam ser aprimorados de forma especifica, ja que ha variacbes de
caracteristicas que sao intrinsecas a cada espécie (HOLT, 2000).

Em carneiros, a criopreservagdo de sémen também tem sido estudada,
com o intuito de se aprimorar cada vez mais a técnica nessa espécie. A técnica
de congelamento lento se mantém como a mais frequentemente aplicada,
utilizando-se tanto maquinas de congelacéo, quanto método manual com auxilio
de isopor (JHA et al.,, 2019; VOZAF et al.,, 2022). Em relacdo aos meios
diluidores, foram desenvolvidos protocolos utilizando-se diferentes
crioprotetores e composicdes. Os meios podem ser preparados nos laboratérios,
mas também h& alguns crioprotetores comerciais que sdo utilizados tanto para
bovinos quanto para carneiros (VOZAF et al.,, 2022). H4 uma variedade de
estudos que procuram melhorar a criopreservacao de sémen em ruminantes, ja
gue os resultados possivelmente ainda ndo atingiram seu potencial maximo
(PERIS-FRAU et al., 2020). Além da variacdo devido as caracteristicas da
espécie, uma das principais causas da reducdo da motilidade e viabilidade
espermatica ocorre devido aos danos que as células sofrem, principalmente
durante o processo de congelamento (HOLT, 2000). H4, entdo, uma busca
constante de substancias que aumentem a crioprotecdo dos espermatozoides,

visando melhorar sua sobrevivéncia a criopreservacao.

1.2.5 Efeitos da criopreservacdo no sémen

O congelamento de sémen ja demonstrou ser uma ferramenta de grande
importancia na reproducdo assistida. No entanto, toda a manipulagéao
necessaria para congelar os espermatozoides leva ao estresse dessas células
e, consequentemente, a alteracdes negativas em suas funcdes (BALDI et al.,

2020). Esses danos podem ser fisicos, como nas membranas plasmatica e
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acrossomal, assim como bioquimicos e genéticos (PERIS-FRAU et al., 2020).
Por isso, € importante conhecer esses efeitos para que seja possivel
desenvolver taticas para minimiza-los obtendo-se melhores amostras para a
posterior fertilizacao.

A membrana plasmética é a primeira estrutura a sofrer com os danos
causados pela mudanca de temperatura, jA& que o congelamento leva ao
rearranjo dos fosfolipideos e alteracdo nas interagdes entre lipideos, proteinas
e carboidratos, assim como ha perda de algumas proteinas de superficie e de
membrana (BAILEY et al., 2000; PERIS-FRAU et al., 2020). Além dos danos
causados pela reducao da temperatura em si, 0 aumento na produgéo de ROS
provoca ndo apenas a lipoperoxidacdo, como também reducdo nas pontes
dissulfeto entre as proteinas e alteracdo no glicocalix, o que leva a fragilidade
da membrana e perda de sua propriedade semipermeével (PERIS-FRAU et al.,
2020). A formacgdo de cristais de gelo no interior das células também é
responsavel por causar dano mecanico as membranas, resultando em seu
rompimento (LV et al., 2019).

Outra estrutura que sofre danos com o processo de criopreservagao sao
as mitocdndrias. Seu principal papel de producédo de energia na célula possui
estreita relacdo com a motilidade dos espermatozoides, sendo crucial para a
fertilizacdo dos odcitos (AMARAL et al., 2013). No entanto, a mitocondria
também é fonte de ROS, que sdo produzidas principalmente na cadeia de
transferéncia de elétrons durante a producdo de ATP (AMARAL et al., 2013).
Essa producdo de forma controlada é importante para algumas funcdes das
células espermaticas, como motilidade, reacdo acrossomal e capacidade
fertilizante (KOTHARI et al., 2010). A formacé&o de cristais de gelo e desbalanco
osmotico que ocorrem durante a criopreservacdo causam danos nas
mitocéndrias, o que leva a reducdo na motilidade dos espermatozoides, assim
como aumento na producgéo de ROS devido ao estresse oxidativo (PERIS-FRAU
et al., 2020). Como resultado, essas alteracdes levam a queda da viabilidade e
funcionalidade espermatica, com consequente reducdo da qualidade dessas
células.

A criocapacitacdo também influencia a viabilidade dos espermatozoides

gue sobrevivem ao congelamento. O espermatozoide adquire sua capacidade
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fertilizante apds passar por um processo denominado capacitacdo, que se inicia
apos a ejaculacao, no trato reprodutor feminino e, com isso, as células se tornam
capazes de realizar a reacao acrossomal, necessaria para a fertilizacao (DAVIS,
1981). No entanto, durante a criopreservacao as alteracdes nas membranas
(plasmatica e acrossomal) podem levar a maior sensibilidade do
espermatozoide ao meio em que esté presente, levando a capacitacédo (portanto
0 termo: criocapacitacdo) e reacao acrossomal de forma precoce de algumas
células, que se tornam incapazes de realizar a fertilizacdo (BAILEY et al., 2000).

Estudos também j4 demonstraram que ha alteracdo no material genético
(reducdo de mRNAs, modificacdo de metilacbes e histonas) durante a
manipulacdo in vitro, inclusive durante o processo de criopreservacao, sendo
esta alteracao atribuida como principal causa a producdo em excesso de ROS
(PERIS-FRAU et al., 2020). Espermatozoides com o DNA fragmentado ainda
podem conseguir se locomover e fertilizar oocitos (FATEHI et al., 2006). No
entanto, o0 embrido gerado a partir dessa fertilizacdo costuma ter menor
gualidade e ndo seguir seu desenvolvimento completo ou, em alguns casos,
pode gerar descendentes com alteracdes fisioldgicas diversas a longo prazo
(FATEHI et al., 2006; FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2008).

Os espermatozoides ovinos possuem algumas caracteristicas que 0s
tornam mais suscetiveis aos danos causados durante a criopreservacdo. As
células desses animais séo particularmente sensiveis a criopreservagéo quando
comparadas a outros ruminantes domésticos (PERIS-FRAU et al., 2020). Dentre
as razdes que justificam essa maior sensibilidade, esta o fato de que os
espermatozoides ovinos possuem uma maior propor¢ao de fosfolipidios poli-
insaturados, que ndo apenas reduzem a resisténcia da membrana ao processo
de criopreservacdo, mas também a tornam mais suscetivel a ataques de ROS
(PERIS-FRAU et al., 2020; VOZAF et al., 2022). O aumento da producéo de
ROS devido ao processo de criopreservacdo associado com a diluicdo do
sémen resulta em uma acao ineficiente dos antioxidantes presentes no plasma
seminal e, junto aos outros danos causados no congelamento de sémen,
causam significativa perda de viabilidade dos espermatozoides (PERIS-FRAU
et al., 2020).
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Com esses desafios no congelamento de gametas, a busca por
substancias crioprotetoras que consigam reduzir os danos causados durante a
criopreservacao, assim como aumentar sua eficiéncia, ainda se faz altamente
necessaria. Dessa forma, uma das estratégias propostas para a melhoria da
congelabilidade do sémen ovino é a adicdo de antioxidantes ao meio de
congelagdo para tentar neutralizar a acdo do excesso de ROS e reduzir os

danos causados pelas mesmas (PEZO et al., 2021).

1.3 Espécies reativas de oxigénio na célula espermatica

Em organismos aerobios, o oxigénio (Oz2) é importante na geragdo de
energia na maioria das células, mas também é prejudicial para as mesmas, 0
gue é visto como um paradoxo. Durante a producdo de energia pelas
mitocondrias, 0 Oz passa pela cadeia transportadora de elétrons, sendo
reduzido até a producdo de uma molécula de agua (H20). No entanto, pode
ocorrer escape de algumas das moléculas durante esse processo, que sao
conhecidas como ROS (TADROS E VIJ, 2019). Sabe-se que as ROS sao
prejudiciais as células e as préprias mitocdndrias, por reagirem com diferentes
estruturas e prejudicarem seu funcionamento (PERIS-FRAU et al., 2020). Para
isso, as proprias células possuem mecanismos protetores contra a oxidacao,
tanto enzimaticos (por exemplo, a partir da acdo da superéxido dismutase)
guanto ndo enzimaticos (por exemplo, pela acdo da glutationa). A homeostase
entre ROS e antioxidantes se da pelas reacdes de oxidacdo-reducéo (redox)
(SADEGHI et al., 2022).

Apesar de serem consideradas prejudiciais, as ROS possuem papel
importante nas células quando estdo em concentracdes fisiologicas, inclusive
nos espermatozoides. Nas células em geral, as espécies pro-oxidantes
funcionam como mensageiras secundarias, além de participarem da ativacao
apoptoética e regulacdo embrionaria (DREVET E AITKEN, 2020; XIAO E
LOSCALZO, 2020). Ja nos espermatozoides, as ROS participam de diferentes
eventos, como no processo de maturacdo, em que h& compactacdo da
cromatina, assim como na capacitacdo e ligacdo do espermatozoide a zona

peltucida (AITKEN et al., 2012). No entanto, quando ha uma perda no equilibrio
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entre a quantidade de ROS produzidas e os mecanismos antioxidantes, ocorrem
danos nas células esperméticas (GIBB et al., 2020). Durante a criopreservacao,
h&a danos nas mitocondrias e consequente extravasamento de ROS, sendo
estas principalmente, anion superoxido (0O2"), peroxido de hidrogénio (H202) e
radical hidroxila (OH’). Nesse caso, diferentes estruturas como a membrana
plasmatica e o material genético, sdo afetadas pelas ROS e isso leva a reducao
da viabilidade dos espermatozoides (AGARWAL et al., 2018; GIBB et al., 2020;
PERIS-FRAU et al., 2020).

Na tentativa de reduzir os danos causados pelo excesso de producao de
ROS durante o congelamento de sémen ovino, estudos tém testado diferentes
substancias antioxidantes no meio diluidor (SOUZA et al., 2019; ROSTAMI et
al., 2020). Ha interesse principalmente em extratos de determinadas plantas
devido as suas caracteristicas antioxidantes, geralmente provenientes de uma
ou mais substancias abundantes no extrato. Alguns desses estudos tém
produzido melhores resultados em alguns parametros no pés-descongelamento
do sémen, com maior viabilidade dos espermatozoides (ROS-SANTAELLA et
al., 2021). Das 45 espécies de plantas revisadas por Ros-Santaella et al. (2021),
alguns dos resultados observados na sua utilizacdo na criopreservacédo de
sémen foram: 80% (36/45) apresentaram resultados positivos na motilidade
espermatica; 38% (17/45) e 29% (13/45) tiveram efeitos positivos na reducéo da
lipoperoxidacao e na atividade antioxidante, respectivamente. Recentemente, o
trans-anetol (presente em algumas espécies de plantas) tem sido uma
substancia testada na criopreservacdo de sémen em algumas espécies, mas

ainda com poucos relatos de seus efeitos.

1.4 Trans-anetol (AN)

O anetol [1-metoxi-4-(1-propenil)-benzeno] é uma substancia presente em
extratos oleosos de mais de 20 espécies diferentes de plantas e pode ser
encontrado tanto nas formas cis e trans. O trans-anetol € o isdbmero mais
abundante nos extratos de algumas espécies de plantas, principalmente da
erva-doce (Foeniculum vulgare) e anis estrelado (lllicium verum Hook.f.), e &

também o mais utilizado em estudos para seu uso terapéutico e nas industrias.

18



Neste ultimo caso, a preferéncia pelo isbmero trans se explica pelo fato deste
possuir caracteristicas de interesse para as industrias, como sua acao
flavorizante. Além de ser utilizado em alimentos, o AN também é usado em
perfumes e produtos farmacéuticos (DIAO et al., 2014; APROTOSOAIE et al.,
2016). Outras caracteristicas também tém levado ao maior interesse no estudo
do AN, como suas propriedades anti-inflamatoria, analgésica, antidepressiva e
antioxidante (CHOI E HWANG, 2004; KANG et al., 2013; HASSANZADEH et al.,
2022). Isso pode justificar o uso de plantas como a erva-doce e anis-estrelado
na fitoterapia para problemas digestivos e respiratorios, por exemplo (MARINOV
E VALCHEVA-KUZMANOVA, 2015).

Devido aos aspectos positivos do uso dessas plantas, assim como sua
propriedade antioxidante, alguns estudos tém utilizado o extrato de F. vulgare
na criopreservacao de sémen para investigar seus efeitos nos espermatozoides
apo6s o descongelamento (MALO et al., 2011; MONTON et al., 2015; NAJAFI et
al., 2019). Estes autores, em sua maioria, relataram melhora na motilidade,
integridade de membrana e acrossoma. No entanto, o uso de extratos de plantas
pode levar a algumas dificuldades na replicabilidade, como diferencas na origem
geografica das plantas, método de extracao utilizado, além das partes e estagio
de maturacao utilizados (LEAL et al., 2013; DIAO et al., 2014). Com relagcédo ao
AN adquirido em laboratério (denominado aqui como AN purificado), apesar de
ter composi¢do fixa e, portanto, os resultados da sua utlizagdo serem
potencialmente mais homogéneos, seus efeitos no sémen ainda séo incipientes
na literatura, com relatos de efeitos controversos (LUO et al., 2020; SOUSA et

al., 2021), conforme mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2. Estudos que utilizaram diferentes fontes contendo trans-anetol na sua

composi¢ao na preservacao de sémen.

Referéncia  Espécie

Origem Concentracbes Resultados (vs. controle)

Malo et al., Suina
2011

Montoén et al., Suina
2015

Najafi et al., ,
2019 Ovina
Luo et al., Humana
2020

Sousa et al., Canrina
2021 P

2,5; 5 e 10 g/L: maior

Extrato de 25,5e " .
™~ motilidade pos
erva-doce 109l descongelamento
2,5; 5 e 10 g/L: maior
Extrato de 25 56 r_not_ll_ldade progressiva,
viabilidade e integridade
erva-doce 10 g/L

acrossomal apos
descongelamento

10 mg/L: maior motilidade
total e progressiva, VSL e
integridade de membrana e

Extrato de 0, 5,10 e 15 mg/L atividade mitocondrial pos

erva-doce descongelamento
5 e 10 mg/L: menores
valores de MDA p0s
descongelamento
10 e 100 yM: menor
motilidade, hiperativagao, e
Trans- capacidade de penetrac&o
anetol dos esperma_tozgldes.
purificado 0,1; 1; 10 e 100 uM.,. Menor fosforilagao de
(Merck t|_rosm(_':1 tanto basal quanto a
Millipore) induzida por progesterona,

menor influxo de [Ca?'] e
menor corrente do
CATSPER

Todos: aumento de
patologias espermaticas,
Trans- sem diferenca nos
anetol 30 (200 pM), 300 parametros cinéticos.
purificado (2 mM), e 2000 (13 2000 pg/mL: menos ROS e
(Sigma- mM) pg/mL maior numero de
Aldrich) espermatozoides viaveis
sem ROS pos
descongelamento

VSL - Velocidade linear, MDA - malonaldeido, Ca?* - calcio, CATSPER - cation channel
of sperm (canal de céation de espermatozoide), ROS — reactive oxygen species
(espécies reativas de oxigénio)
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi determinar o efeito da adi¢éo de diferentes

concentracOes de trans-anetol purificado na criopreservacao de sémen ovino.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da adicdo de trans-anetol comercial no meio de

congelamento no(a)(s):

2.1.1 Parametros cinéticos de motilidade;

2.1.2 Caracteristicas morfolégicas dos espermatozoides;

2.1.3 Integridade de membrana plasmatica e acrossomal;

2.1.4 Atividade mitocondrial dos espermatozoides;

2.1.5 Capacidade fecundante, por meio da sua capacidade de ligacdo a
membrana perivitelinica;

2.1.6 Estresse oxidativo, através da lipoperoxidacao.

21



3. MATERIAL E METODOS

3.1 APROVACAO ETICA, LOCAL E ANIMAIS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal Fluminense (3538120222). O experimento foi
conduzido durante o periodo reprodutivo (abril e maio) na Unidade de Pesquisa
Experimental em Caprinos e Ovinos (UniPECO - 22° S, 42° O), localizada em
Cachoeiras de Macacu, Brasil.

Apbs avaliacdo clinica e androlégica (CBRA, 2013), foram selecionados e
utilizados seis carneiros adultos da raca Santa Inés para coleta de sémen. Os
animais ficaram sob as mesmas condi¢des até o final do experimento, com luz
natural, acesso a pasto e recebendo concentrado de acordo com as

necessidades nutricionais. Agua e sal mineral ficaram disponiveis ad libitum.

3.2 REAGENTES

Os reagentes utilizados, incluindo o trans-anetol (cat # 117870), foram
adquiridos na Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, EUA) salvo indicacao
alternativa. A gema utilizada para o preparo do meio Tris-gema era pasteurizada
(Fleischmann, Brasil) e adquirida em um supermercado local. Para realizacdo
do teste de ligacdo a membrana perivitelinica, os ovos também foram adquiridos

em um supermercado local.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado em um total de sete dias de coleta de sémen
para cada animal. A unidade experimental deste estudo foi o ejaculado (n=30).
Ejaculados com motilidade = 80% e parametros dentro dos padrdes da espécie
(volume 0,5 a 3 mL; movimento de massa = 3 e vigor = 3) foram selecionados
(CBRA, 2013). Estes foram coletados a partir de seis carneiros, por vagina

artificial, somando-se quatro a seis ejaculados por carneiro. Cada ejaculado foi
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dividido em quatro aliquotas, sendo estas diluidas em meio Tris-gema contendo
trans-anetol de acordo com os seguintes tratamentos: CONT (0 uM, grupo
controle), AN10 (10 uM), AN50 (50 puM) e AN100 (100 pM). A concentracéo final
de espermatozoides no meio foi de 400 x 10° sptz/mL.

Apés as diluicbes (pré-congelamento), em cada tratamento foram
realizadas as seguintes analises: cinética espermatica, integridade de
membrana plasmatica, atividade de membrana (teste hiposmdtico), atividade
mitocondrial e morfologia espermatica. Imediatamente apos o descongelamento
(0 h), os mesmos parametros foram avaliados, além de status acrossomal,
ligacdo a membrana perivitelinica e quantificacdo da lipoperoxidacdo dos

espermatozoides.

3.4 CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO

O diluidor utilizado foi o meio Tris-gema (3,63 g de TRIS, 0,50 g de glicose,
1,99 g de acido citrico, 15 mL de gema de ovo, 100.000 Ul de penicilina, 100 mg
de estreptomicina, 5% de glicerol, agua destilada para 100 mL, pH 7,4 e 985
mOsm/kg), adicionado ou ndo de AN, de acordo com o tratamento. Apés a
diluicdo em cada tratamento, o sémen foi envasado em palhetas de 0,25 mL
previamente identificadas e préprias para o congelamento de sémen, que foram
entdo seladas com alcool polivinilico. Para o congelamento, foi utilizada
maquina com sistema de congelagdo automatico, TK 3000® (TK Tecnologia em
Congelacao Ltda, Uberaba, MG, Brasil). A curva foi programada para realizar a
refrigeracdo do sémen a 0,25 °C/min até 5 °C, temperatura na qual as palhetas
foram mantidas por 4 h. Para o congelamento, foi utilizada curva com velocidade
-20 °C/min até chegar a temperatura de -120 °C. Imediatamente apos, as
palhetas foram imersas em nitrogénio liquido, organizadas em racks e
armazenadas em cilindro criogénico a -196 °C até descongelamento. O
descongelamento foi realizado em banho-maria a 37 °C por 30s, sendo

descongelada uma palheta de cada grupo por animal.

3.5 ANALISES MICROSCOPICAS
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3.5.1 Cinética espermética

Esta analise foi realizada com o auxilio do CASA (Computer-assisted
semen analysis) utilizando o sistema SCA® (Sperm Class Analyzer, Microptic,
Nikon Eclipse Ci, Tokyo, Japan). O programa foi calibrado para deteccao de
sémen de carneiro. O tamanho da cabeca detectavel pelo programa foi
configurado em parametro padrdo entre 18 e 60 um2. Um total de 25 imagens
por segundo foram capturadas e o aumento utilizado no microscoépio foi de x100.
As mensuracdes foram realizadas com laminula de 24 x 24 mm com uma gota
de 10 pL de amostra. Espermatozoides foram identificados da seguinte forma:
imével, quando a velocidade curvilinea (VCL) era menor que 10 um/s; células
com VCL entre 10 e 45 pum/s foram classificadas como lentas; entre 45 e 75 um/s,
foram classificadas como velocidade média e, acima de 75 um/s, classificadas
como rapidas (CORREIA et al., 2021). Espermatozoides com retilinearidade
(STR) acima de 80% foram considerados com motilidade progressiva.
Ejaculados foram analisados, individualmente, para os seguintes parametros:
motilidade total (%), motilidade progressiva (%), espermatozoides com
velocidade rapida, média e lenta (%), velocidade média de percurso (VAP), VCL,
velocidade linear (VSL), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH),
frequéncia do batimento cruzado (BCF), STR, linearidade (LIN) e coeficiente de
oscilagao (WOB).

3.5.2 Teste hiposmatico

Para este teste, aliquotas de 15 puL de sémen foram colocadas em
microtubos com 500 pL de solucdo hiposmética de 100 mOsm/kg (agua MiliQ).
Em seguida, foram incubadas por 20 min a 37 °C e avaliadas por meio de
preparacao umida em lamina coberta com laminula. A analise foi realizada em
microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse Ci, Nikon Corporation - Japan)
em aumento de x 200. Espermatozoides com cauda enrolada foram
classificados como membrana funcional, enquanto aqueles com cauda reta
foram classificados como membrana funcionalmente anormal. Pelo menos 200
células foram contadas para cada ejaculado (sem descontar espermatozoides
com cauda enrolada identificados na morfologia) (RAMU E JEYENDRAN, 2013).
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3.5.3 Integridade de membrana

Esta analise foi realizada em microscopio de epifluorescéncia (Nikon
Eclipse Ci- Nikon Corporation - Japan), de acordo com Alfradique et al. (2018).
Duas sondas foram utilizadas: laranja de acridina (cat # A9231) e iodeto de
propidio (cat # P4170). A laranja de acridina foi diluida 1:10.000 em &agua
destilada, v/v]; e o iodeto de propidio foi utilizado na concentracéo de 0,5 mg/mL,
diluido em DMSO. A laranja de acridina é uma sonda permeavel a membrana e
é seletiva aos acidos nucleicos, marcando as células com fluorescéncia verde.
Ja o iodeto de propidio € uma sonda ndo permeavel e se liga aos acidos
nucleicos, emitindo fluorescéncia vermelha. Para analise, uma gota da amostra
junto com uma gota de cada sonda, foram colocadas em laminas, selada com
laminula e avaliada utilizando-se microscopia de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci,
Nikon Corporation — Japan) em aumento de x 100. Para avaliacéo, foi utilizado
filtro de 465—-495 nm (excitacdo) e 515-555 nm (emisséo). Pelo menos 200
células foram analisadas por amostra avaliada, sendo classificadas da seguinte

forma: membrana intacta (verde) ou lesada (vermelha).
3.5.4 Atividade mitocondrial

Para marcacao da atividade mitocondrial, foi utilizado o MitoTracker Green
(cat # M7514). Esta sonda consiste em um fluorocromo que marca apenas as
mitocondrias de espermatozoides vivos (DRUART et al., 2009). Uma solucéo de
trabalho foi previamente preparada, com 4 mL de salina tamponada e 10 pL de
MitoTracker, chegando a uma concentracgéao final de 20 uM. O sémen (10 pL) foi
incubado em 90 pL de solugéo de MitoTracker a 37 °C durante 30 min. Para a
analise, foi utilizado microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci, Nikon
Corporation — Japan) com filtro de excitagdo de 488 nm e 516 nm de emisséo
em aumento de x 200. Os espermatozoides foram classificados como com
(presenca de fluorescéncia verde na peca intermediaria) ou sem (auséncia de
fluorescéncia) atividade mitocondrial. Pelo menos 200 células foram contadas

por ejaculado.

3.5.5 Status acrossomal
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O status acrossomal foi avaliado utilizando coloragdo com CTC, como
descrito anteriormente (CORMIER et al., 1997; ALFRADIQUE et al., 2018), com
algumas modificacdes. Foi preparada uma solucéo de trabalho com 0,75 mM de
CTC (pH 7,8) em uma solucdo tampao contendo 20 mM de Tris, 130 mM de
NaCl e 5 mM de cisteina. A amostra de sémen foi misturada com um volume
igual de solucdo de CTC (5 uL) e, apos alguns segundos, 2 uL de
paraformoldeido a 2% foi adicionado. As células foram observadas com filtro
azul-violeta 2 A (BV-2 A) com 400-440 nm de excitacao e 470 nm de emissao
de fluorescéncia (Nikon Eclipse Ci, Nikon Corporation — Japan). Os
espermatozoides foram classificados com o critério proposto por Cormier et al.
(1997): brilho de fluorescéncia em toda a cabeca (ndo-capacitado), faixa sem
fluorescéncia na regido pés-acrossomal (capacitado) e fluorescéncia em toda a
cabeca com fina faixa brilhante de fluorescéncia ao longo da regido equatorial
(células com acrossomo reagido). Pelo menos 200 espermatozoides foram

contados por ejaculado.
3.5.6 Teste de ligagdo a membrana perivitelinica

Este teste foi realizado como proposto por Barbato et al. (1998) e Campos
etal. (2017). Membranas perivitelinicas foram obtidas a partir de ovos de galinha
frescos e néo fertilizados, e seu preparo foi realizado separando-se a gema da
albumina, utilizando papel filtro. As gemas intactas foram colocadas em filme
plastico de parafina (Parafilm®) e a membrana foi separada e lavada com PBS.
Em seguida, a membrana foi colocada em placa de petri e cortada em
guadrados de 0,5 cm?. Foi utilizado um fragmento de membrana para cada
tratamento. A membrana foi coberta com 1 mL de FERT-TALP e foi adicionada
uma aliquota de 20 pL de amostra (8 x 10° sptzs totais) de cada ejaculado com
cada tratamento. A membrana com a amostra de sémen foi incubada por 1 h a
38,5 °C com 5% de CO2. Apés a incubacédo, a membrana foi lavada trés vezes
com PBS. Em seguida, foi colocada em uma lamina com 1 pL de Hoechst 33342
(2 mg/mL) e coberta com laminula, atentando-se para a ndo formacéo de dobras,
selando e protegendo da luz. Foram contados espermatozoides em cinco
campos por amostra e os resultados de ligagdo sdo expressos em mm? de

membrana (BARBATO et al., 1998; BRITO et al., 2016).
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3.5.7 Morfologia espermética

Para esta analise, uma solucédo de paraformoldeido a 2% foi previamente
preparada (4% de paraformoldeido em PBS, em propor¢cdo de 1:1). Uma
aliquota de 10 uL de sémen foi adicionada em 120 uL de paraformoldeido a
37 °C e as amostras foram mantidas a 4 °C até avaliacdo. Para a leitura, uma
gota da amostra diluida foi colocada em uma lamina e coberta com laminula.
Pelo menos 200 células foram contadas por ejaculado, utilizando-se
microscopia de contraste de fase sob aumento de x 1000 (Nikon Eclipse Ci,
Nikon Corporation — Japan). Os espermatozoides anormais foram classificados
em defeitos maiores e menores (CHENOWETH, 2005).

3.5.8 Lipoperoxidacao

Esta andlise foi realizada de acordo com Sarlés et al. (2002). O método se
baseia no uso de espectrofotometria para a quantificacdo da coloragdo rosa
produzida pela reacéo entre as moléculas do acido tiobarbittrico e malonaldeido.
As reacdes ocorrem em pH acido, em uma temperatura entre 90 °C e 100 °C.
Aliquotas de 500 uL das amostras de cada tratamento e 1000 pL de solucédo 10%
de acido tiobarbitarico foram centrifugados por 15 min a 1800 g, a uma
temperatura de 15°C, para a precipitacdo das proteinas. Aliquotas do
sobrenadante foram colocadas em microtubos junto com &cido barbitarico a 1%
em proporcao de 1:1 e dissolvidas em 0,05 N de hidréxido de sédio. Os tubos
contendo essa mistura foram incubados em &agua fervente a 100 °C durante
10 min e entdo resfriadas em agua com gelo a 0 °C. As Espécies Reativas ao
Acido Tiobarbittrico (TBARS) foram quantificadas em espectrofotdmetro, em

comprimento de 532 nm, e expressos em nanogramas de TBARS/mL de sémen.
3.6 ANALISES ESTATISTICAS

As analises foram realizadas no programa IBM SPSS Statistics 27. Os
dados foram comparados utilizando o modelo linear generalizado misto (GLMM)),
incluindo-se como efeitos fixos a concentracdo de AN, o animal, e a interacao
entre estes dois; e 0 dia de coleta como fator aleatorio para corre¢cdo do modelo.

Valores de P < 0,05 foram considerados significativos, e valores de P 20,05 e <
27



0,1 foram considerados tendéncia. Parametros enquadrados nesses dois casos
foram submetidos a andlise de contrastes por Método Pairwise. Os dados sé&o

apresentados como média (xSEM).
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4. RESULTADOS

4.1. PARAMETROS PRE-CONGELAMENTO

Imediatamente apds a diluicdo, ndo houve diferenca (P > 0,05) nos

grupos experimentais nos parametros avaliados (motilidade,

cinética e

morfologia espermatica, integridade de membrana, teste hiposmoético e

atividade mitocondrial) (Tabela 3).

Tabela 3. ParAmetros (média + SEM) analisados em sémen ovino apoés diluicdo (pré-

congelamento) com meios contendo ou néo trans-anetol (AN) purificado.

Trans-anetol (M)

Parametros 0 10 50 100 P
?(’,'/(?)t"'dade otal 998404 0995+15 999+02 99803 0,995
Motilidade
orogressiva (%) 15166 15162 148%63 145%66 0,869
Velocidade 46,2 +425 438+410 43.6+408 44.1+410 0,381
rapida (%)
Velocidade 31,1+214 322+187 325+19,1 298+175 0,636
média (%)
Velocidade 225+265 235+267 238+27,3 260+30,0 0,921
Ienta (%) 1 -_ 1 1 -_ 1 1 -_ 1 1 -_— 1 1
VCL (um/s) 76,8+305 749+294 733+275 733+286 0,310
VSL (umi/s) 253+76 247+6,9 241+69 246+7.1 0,467
VAP (um/s) 441+159 428+149 418+144 423+148 0,135
LIN (%) 348+64 349+73 330+73 354+63 0,176
STR (%) 501+63 595+68 590+56 597+61 0,683
WOB (%) 584+51 582+56 578+42 580+49 0,735
ALH (um) 47+12 47+12 46+13 46+11 0,275
continua
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Tabela 3, continuacéo

BCF (Hz) 53+31 54+32 54+32 54+32 0,702

Integridade de
membrana
plasmatica (%
integros)
Teste
hiposmotico (% 71,5+10,1 749+10,2 75,1+84 75395 0,130
reativos)
Morfologia (%
normais)
Atividade

mitocondrial (%
com atividade)

746+81 735+91 76,1+81 75277 0,393

933+3,3 91,0+18,0 94,0+3,0 87,7+233 0,406

916+52 91,3+6,3 935*+44 91,7+5,.2 0,288

N&o houve diferengca em nenhum parémetro para todos os tratamentos (P > 0,05).
Abreviacbes: VCL: velocidade curvilinea; VSL: velocidade linear; VAP: velocidade
média do percurso; LIN: linearidade; STR: retilinearidade; WOB: coeficiente de
oscilacdo; ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeca; BCF: frequéncia do
batimento cruzado.

4.2. PARAMETROS POS DESCONGELAMENTO

4.2.1. Cinética espermética

Logo apds o descongelamento, diferencas foram observadas em alguns
parametros cinéticos (Tabela 4). Nos parametros de motilidade progressiva e
velocidade média, o grupo AN100 foi superior aos demais (P < 0,05). Além disso,
AN100 apresentou maior propor¢cdo de espermatozoides rapidos quando
comparado ao CONT e AN10, e AN50 apresentou valores semelhantes tanto a
CONT e AN10, quanto a AN100. Houve tendéncia de diferenca verificada na
analise global do modelo nos parametros VCL, VSL e VAP, sendo que na
analise de contraste, houve significancia detectada com superioridade nesses
parametros no grupo AN100, em contraste com o grupo controle e/ou os demais
(Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros (média + SEM) de cinética espermética imediatamente apés
descongelamento de sémen ovino criopreservado com meio contendo ou ndo trans-

anetol (AN) purificado

Trans-anetol (UM)

Parametros 0 10 50 100 P

Motilidade total (%) 60,3+16,9 62,3+12,8 61,0+16,3 67,7+16,7 0,971

Motilidade

: 99+76* 11,083 96+7,0® 125+7,2°> 0,011
progressiva (%)

velocidade rapida 15 34 1342 13.8£12,3% 14,9+ 11,5 18,8+ 130° 0,054

(%)

zf,/eo')OCidade media 741610 84+50° 78+520 10,8+9,3" 0,030
Ef,/eo')OCidade lenta  377+103 401+91 383+10,6 381+117 0,938
VCL (umis) 47,5+17,8° 37,8 + 17,12 46,0 £ 16,2% 50,9+ 16,2 0,080
VSL (umis) 212+89° 204+93" 204+84> 229+89% 0,081
VAP (um/s) 29,0+12,0° 28,5+ 11,6° 29,0+ 11,0° 32,4+115° 0,058
LIN (%) 451+83 45074 445+89 452+99 0,850
STR (%) 70662 70,6+65 687+94 703+75 0,630
WOB (%) 634+71 63359 630£72 636+76 0,792
ALH (um) 33£08 34+08 32+07 34+06 0,575
BCF (Hz) 89+33 91£35 89+33 93+25 0,340

Na mesma linha, letras diferentes diferem significativamente para cada parametro.
Abreviacdes: VCL: velocidade curvilinea; VSL: velocidade linear; VAP: velocidade
média do percurso; LIN: linearidade; STR: retilinearidade; WOB: coeficiente de
oscilagdo; ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabec¢a; BCF: frequéncia do
batimento cruzado. Letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05) na analise
de contrastes por método Pairwise.
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4.2.2 Avaliagc6es morfologicas e funcionais

N&o houve diferenca (P = 0,462) entre grupos em relacdo ao teste de
integridade de membrana (Figura 1A). No entanto, no teste hiposmotico foi
detectada diferenca entre os grupos (P = 0,043), sendo que amostras tratadas
com AN100 apresentaram menor percentual de células com membrana
funcional (P < 0,05) quando comparado aos grupos CONT e AN50 (Figura 1B).
N&o foram observadas alteracdes quanto a atividade mitocondrial (P = 0,884;
Figura 2A), porém, a analise de lipoperoxidacao apontou diferenca (P = 0,003)
entre os tratamentos, sendo que AN10 apresentou os menores (P < 0,05) niveis
de TBARS em relacdo ao grupo CONT e AN100. O grupo AN50 também
apresentou menores (P < 0,05) niveis de TBARS quando comparado ao grupo
AN100, mas foi semelhante (P > 0,05) aos grupos CONT e AN10 (Figura 4).
Quanto a morfologia espermética, nao houve diferenca entre as porcentagens
de espermatozoides normais, ou com defeitos maiores ou menores (Tabela 5).
O teste de capacitacdo também nao apontou diferenca na porcentagem de
espermatozoides nao capacitados (P =0,723), capacitados (P =0,455), ou
reagidos (P = 0,231).

Integridade de membrana Teste hiposmético

plasmatica
50
50
a ab a b
wi + T . § 404 — T o
» =
o T 30
5 30 o
& "
£ 20 ..E- 20
S »
10 X 10
0 | | | 0 T 1 l
CONT AN10 AN50 AN100 CONT AN10 ANS50 AN100
Grupo Grupo

Figura 1: Grafico de colunas representando (A) o nimero de espermatozoides
(sptzs) com membrana integra e (B) o nimero de sptzs reativos ao teste hiposmético
(integros) em sémen ovino descongelado. Meios tratados ou ndo com trans-anetol:
nao tratado — CONT; tratado com 10 uM - AN10; 50 yM — AN50; ou 100 uM — AN2100.
Dados apresentados como média + SEM. Letras diferentes diferem

significativamente para cada parametro (P < 0,05).
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Figura 2. Grafico de colunas representando, em sémen ovino descongelado (A) a
porcentagem de espermatozoides com atividade mitocondrial detectada, pela
coloracdo com sonda MitoTracker, (B): a quantificacdo do teste de lipoperoxidagado
(resultados expressos em ng de Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS)
por mL). Meios tratados ou ndo com trans-anetol: ndo tratado — CONT; tratado com
10 uM - AN10; 50 yM — AN50; ou 100 uM — AN100. Dados apresentados como média
+ SEM. Letras diferentes diferem significativamente para cada parametro (P < 0,05)

Tabela 5. Parametros (média + SEM) de morfologia espermatica avaliados apés
descongelamento em sémen ovino criopreservado com meio contendo ou nao trans-

anetol (AN) purificado.

Trans-anetol (uM)
Morfologia 0 10 50 100 P

Patolégicos

Defeitos maiores (%) 2,1+16 26+1,6 23+13 20+1,7 0,990

Defeitos menores (%) 4,4+25 34127 32+20 3925 0,957

Morfologianormal (%) 93,3+3,3 940+33 944+23 943+3,0 0,970

N&o houve diferenca nos parametros para todos os tratamentos (P > 0,05)
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Figura 3: Gréfico de colunas representando a porcentagem de espermatozoides
(sptzs) capacitados, ndo capacitados e reagidos. Meios tratados ou ndo com trans-
anetol: ndo tratado — CONT; tratado com 10 uM - AN10; 50 uM — AN50; ou 100 uM —
AN100. Dados apresentados como média £+ SEM. Nao houve diferenca nos
parametros para todos os tratamentos (P > 0,05)

Na analise geral do teste de ligacdo a membrana perivitelinica detectou-
se tendéncia entre os grupos (P =0,08) que foi confirmada diante da
comparacao de contraste entre os tratamentos. Os grupos AN50 e AN100
apresentaram maior nimero de espermatozoides ligados a membrana em
relacéo ao grupo controle (P = 0,037 e P = 0,024, respectivamente) (Figura 4).
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Figura 4. (A) Gréfico de colunas representando o niamero de espermatozoides
(sptzs) ligados a membrana perivitelinica por mm?2. (B) Imagens representativas do
teste de ligagdo a membrana perivitelinica. Sptzs corados por Hoechst, aumento de
x 200. Setas vermelhas indicam a membrana. Meios tratados ou ndo com trans-
anetol: ndo tratado — CONT; tratado com 10 uM - AN10; 50 yM — AN50; ou 100 pM
— AN100. Dados apresentados como média + SEM. Letras diferentes diferem
significativamente para cada parametro (P < 0,05)
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5. DISCUSSAO

O estresse oxidativo é uma condicao disruptiva que ocorre durante a
criopreservacdo de espermatozoides, uma vez que o excesso de ROS
decorrente desse processo leva a danos no DNA, mitocondrias e membranas
(PERIS-FRAU et al., 2020). Devido a sua estrutura, o anetol é capaz de
sequestrar H20:2 e, além disso, possui a capacidade de aumentar os niveis de
catalase e superoxido dismutase (GALICKA et al., 2014; CHOI E HWANG, 2004).
Portanto, o AN pode reduzir o dano oxidativo causado as células espermaticas
durante a criopreservacdo. Neste estudo observou-se protecdo contra a
lipoperoxidacéo nos grupos tratados com AN10, que apresentaram niveis de
TBARS menores quando comparados ao CONT e AN100. Sendo assim, nesta
menor concentracdo, o AN reduziu a lipoperoxidacdo em espermatozoides
criopreservados, o que se justifica pela sua propriedade antioxidante. As células
espermaticas tém maior suscetibilidade a sofrer peroxidagdo lipidica, pois
possuem alta proporcao de acidos graxos poli-insaturados em suas membranas
(MARTIN-HIDALGO et al., 2019). Os produtos gerados pela peroxidacéo lipidica,
como o malonaldeido, séo reativos e oxidam mais intensamente estes acidos
graxos, bem como proteinas, levando a ruptura da fluidez da membrana e danos
mitocondriais (AITKEN, 2017; MARTIN-HIDALGO et al., 2019). Apesar da
reducdo da peroxidacdo no grupo AN10, os resultados deste trabalho nao
indicaram melhoria ou piora, em relacdo ao grupo controle, nos demais
parametros avaliados em decorréncia da adicdo de 10 uM de AN no meio de
criopreservacdo. Se faz necessério, portanto, investigar mais minuciosamente,
se ha alguma vantagem do uso de AN nesta concentracdo para a
criopreservagdo do sémen ovino, assim como sua associagdo com outros
antioxidantes. A possivel preservacao da integridade do DNA, decorrente da
menor oxidacgéo celular, justificaria tal uso.

Os resultados de cinética espermatica mostraram efeitos positivos da
adicdo de 100 pM de AN ao meio de diluicAo do sémen ovino (motilidade
progressiva e espermatozoides com velocidade rapida e média), quando
comparado ao grupo CONT. Além disso, a propor¢do de espermatozoides
rapidos no grupo AN50 foi semelhante ao grupo AN100. A melhoria da cinética
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espermatica observada pode ser devido a atividade antioxidante do anetol, que
resulta em menos ROS reagindo com estruturas espermaticas como as
mitocondrias e, como consequéncia, maior geracdo de energia para 0
movimento (AMARAL et al., 2013; NAJAFI et al., 2019). Uma outra hipGtese para
espermatozoides mais moveis pode ser a influéncia do anetol nas funcdes
espermaticas, como a capacitacdo, resultando em hiperativacdo precoce. No
entanto, em nosso estudo ndo houve diferenca nas analises de capacitacao,
assim como nao foram observados padrbes de cinética espermatica de
hiperativagédo (VCL > 250,0 pm/s, VSL < 100,0 um/s, LIN < 30% e ALH maximo
2 9,0 um; MORTIMER E MAXWELL, 1999), resultado semelhante a outros
autores (MALO et al., 2011; LUO et al., 2020; SOUSA et al., 2021), o que indica
que nas concentragfes estudadas, o AN nao promove capacitagdo precoce no
espermatozoide ovino criopreservado.

O presente estudo também mostrou que o uso de AN em maior
concentracdo (AN100) pode trazer desvantagens ao sémen criopreservado, ja
que este grupo apresentou menor propor¢cdo de espermatozoides com
membrana viavel quando analisados no teste hiposmotico. Isso indica que a
adicao de altas concentracdes de AN ao meio de criopreservagao pode resultar
em espermatozoides com membrana bioquimicamente instavel quando
desafiados em um ambiente com baixa osmolaridade. Foi demostrado
anteriormente que uma alta concentracédo de anetol pode afetar a estabilidade
de biomembranas, resultando em alteracao da morfologia das células, perda de
ATP e morte celular (SHAROPOQV et al., 2017). Além disso, concentracfes mais
altas de anetol purificado podem levar ao aumento de patologias da peca
intermediaria e da cauda, resultando em maior nimero de espermatozoides com
morfologia anormal (SOUSA et al.,, 2021). Esse achado, somado com o
resultado do teste hiposmaético deste presente trabalho, corroboram para a
afirmacdo de que o anetol em concentra¢cdes mais elevadas possui influéncia
negativa na membrana de espermatozoides. No entanto, 0S mecanismos exatos
pelos quais 0 anetol atua na membrana espermatica precisam ser melhor
investigados. Em espermatozoides humanos, foi demonstrado que as
concentracdes de 10 e 100 uM de anetol reduzem o influxo de Ca?* induzido

pela progesterona, reduzindo a motilidade total e progressiva, e impedindo a
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hiperativacédo e a capacidade de penetracédo dessas células (LUO et al., 2020).
Em outras células, o anetol também tem influéncia no influxo de Ca?,
aumentando-o quando em baixas concentracdes e reduzindo-o quando em altas
concentracfes (SOARES et al., 2007). Isso pode indicar que o anetol tem
diferentes ac6es dependendo da sua concentracao, e nas células espermaticas
isso pode afetar ndo apenas a motilidade, mas as caracteristicas das
membranas e a resisténcia ao estresse osmotico.

Ainda sobre o tratamento AN100, observou-se também que este grupo
apresentou niveis mais elevados de TBARS, quando comparado a AN10. Esses
niveis mais altos podem ser explicados pelo paradoxo antioxidante.
Recentemente, o uso de antioxidantes, principalmente em concentracdes
elevadas, esta sendo visto por outra perspectiva pelos pesquisadores. Tem sido
observado que o uso de antioxidantes para neutralizar as ROS pode ter o
resultado oposto, ja que a perda do equilibrio entre oxidantes e antioxidantes
pode levar a um estresse redutivo (TADROS E VIJ, 2019; SADEGHI et al., 2022).
De fato, o anetol, assim como alguns outros antioxidantes, tém atividade pro-
oxidante em altas concentragdes (SADEGHIPOUR et al., 2005; SUCCU et al.,
2014; MORAIS et al., 2019). Outra possivel explicacdo para o aumento da
peroxidacdo lipidica em AN100 também pode ser devido ao aumento dos
parametros cinéticos observados nos espermatozoides deste grupo, indicando
maior atividade e, consequentemente, maior producdo de ROS (AMARAL et al.,
2013). No entanto, ndo se observou diferenca na atividade mitocondrial entre
todos os grupos, fato que desafia esta segunda via de justificativa.

Com relacao ao teste de ligagdo a membrana perivitelinica, observou-se
maior proporcao de espermatozoides ligados a membrana a medida que se
aumentou a concentracdo de AN no meio de criopreservacdo, sendo essa
diferenca detectada nos grupos AN50 e AN100. Esses resultados, somados a
melhoria dos parametros de cinética, indicam um cenario de que o tratamento
de espermatozoides com 50 ou 100 uM de AN no meio de criopreservacéo pode
ser uma vantagem, pois possibilitaria maior fertilidade do sémen pos
descongelamento. Tal hipotese ainda necessita de elucidagdo. No entanto,

devido aos resultados desfavoraveis de AN100 nos testes hiposmaotico e TBARS,
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essa concentracao aparenta ser prejudicial as células espermaticas ovinas e,
portanto, deve evitar ser utilizada para este fim.

Os resultados de maior de velocidade e motilidade progressiva dos
espermatozoides do grupo AN100 pds descongelamento, em comparacdo ao
controle, corroboram aos encontrados em suinos (MALO et al., 2011; MONTON
et al., 2015) e ovinos (NAJAFI et al., 2019). Nesses estudos, 0s grupos tratados
com extrato de erva-doce junto ao diluidor de sémen apresentaram maior
motilidade espermatica apés descongelamento, quando comparados ao grupo
controle. Segundo Leal et al. (2013) a concentracdo de anetol em extratos de
erva-doce varia de acordo com o método de extracao, sendo de 1,1 a 6,8 mg/g
de extrato. Nos estudos que utilizaram extratos de erva-doce para
criopreservacéo de sémen (MALO et al., 2011; MONTON et al., 2015; NAJAFI
et al., 2019) ndo se pode estipular qual a concentracdo de anetol presente nos
extratos, uma vez que estes foram obtidos por métodos de infusdo da planta. O
uso de extratos vegetais para criopreservacao de sémen tem sido considerado
uma fonte de antioxidantes natural e de baixo custo (ROS-SANTAELLA et al.,
2021). Estudos que utilizaram extrato de erva-doce para criopreservacao de
sémen tiveram mais resultados positivos, como mais espermatozoides com
integridade de membrana e sem diferenca no teste hiposmaético (MALO et al.,
2011; MONTON et al., 2015; NAJAFI et al., 2019). Como o extrato obtido dessas
plantas ndo contém apenas anetol em sua composi¢do, conforme descrito
anteriormente por Diao et al. (2014), ha a hip6tese de que 0os demais compostos
das plantas podem atuar em sinergismo com o anetol. No entanto, a dificuldade
em se trabalhar com os extratos € sua limitacdo na reprodutibilidade, ja que ha
diferencas na quantidade de anetol obtida devido as partes da planta e métodos
de extracao utilizados (LEAL et al., 2013; DIAO et al., 2014). O anetol purificado,
por outro lado, pode ser facilmente utilizado e leva a maior reprodutibilidade dos
estudos, com alguns resultados positivos para criopreservacao de sémen ovino.
No entanto, parece que é necessaria maior investigacao para definir se ha uma
concentracdo mais segura dessa substancia, bem como outros efeitos nas

células espermaticas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com este estudo é possivel concluir que o uso de AN purificado no meio
de criopreservacdo de sémen ovino pode ser vantajoso, por aumentar a
motilidade progressiva, reduzir a lipoperoxidacdo espermatica e proporcionar
maior numero de espermatozoides aptos a ligagdo na membrana. Mais estudos
se fazem necessarios, mas concentracdes de 10 e 50 uM de AN no meio diluidor

parecem ser mais adequadas para criopreservacao de sémen ovino.

6.1 PERSPECTIVAS

Os préximos estudos com o uso de anetol purificado no meio de
criopreservacado de sémen ovino deverao analisar o efeito da adi¢cdo do anetol
no DNA e em andlises de ROS. Também é interessante investigar o efeito deste
composto em diferentes tempos de incubacéo e na fertilizagc&o in vitro e in vivo

na espécie ovina, assim como testar outras concentracoes.
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Resumo

Cryopreserved semen is used in artificial insemination, positively impacting the genetic improvement of many species.
Oxidative stress, a major event caused by cryopreservation, can cause cellular damage and reduce sperm viability.
Trans-anethole, a natural antioxidant found in plants (e.g. fennel), appears to improve sperm cell survival during semen
cryopreservation. This study assessed the effects of different concentrations of trans-anethole (117870, Sigma) added
to sheep semen extender on post cryopreservation survival, kinetic parameters, and sperm binding to egg perivitelline
membrane. Semen was collected from six rams using an artificial vagina, on five different days. Ejaculates with sperm motility
*>70% were used (n=22) and diluted individually with Tris-Egg Yolk-Glycerol extender, with trans-anethole, according to the
treatment: CONT (control group, 0 pM), AN10 (10 pM), ANSO (50 pM) and AN100 (100 pM), with a final concentration of 400 x
106 spermatozoa/mL. Cryopreservation was carried out using a freezing machine. A cooling rate of 0.25 *C/min was applied
until 5 *C, and this temperature was maintained for 4 h. The freezing rate used was =20 *C/min from 5 to =120 *C, when
the straws were immersed in liquid nitrogen (=196 °C) and stored. Thawing was performed at 37 °C for 30 s. Samples were
evaluated regarding sperm kinetics (by objective Computer Assisted Semen Analysis, CASA), plasma membrane integrity (PMI,
staining with acridine orange and propidium iodide), and functionality (PMF, hypoosmatic swelling test) as well as the sperm
binding to egg perivitelline membrane test. Data were analyzed using a generalized linear mixed model, and the results are
presented as mean + SEM. After thawing, the progressive motility of AN100 was higher (P<0.05) than ANS50 (13.8 + 1.8 vs
10.2 £ 1.8%), and both were similar (P>0.05) to CONT (11.5 £ 1.8%). The medium velocity of AN100 (11.3 £ 1.4%) was higher
(P<0.05) than ANS50 (8.5 + 1.4%) and CONT (8.1 + 1.4%). Differences (P<0.05) were also observed in average path velocity
between AN100 (33.6 £ 2.6 pm/s) and ANSO0 (29.5 + 2.6 pm/'s), both being similar to CONT (32.1 % 2.7 pm/s); and straight-line
velocity between AN100 (24.0 + 2.0 pmJ/s) and ANS0 (20.7 + 2.0 pm/s), with CONT presenting an intermediary value (23.3 £ 2.1
pm/s). The number of sperm bound to the egg perivitelline membrane was higher (P=0.05) between AN100 and CONT groups
(4293.0 + 483.9 vs 3076.2 £ 483.9 sperm/mm2, respectively). There was no difference (P>0.05) among groups regarding other
kinetics parameters, PMI and PMF. In conclusion, the addition of 100 pM trans-anethole to cryopreservation media leads
to an improvement in sperm kinetics as well as its fertilizing capacity assessed by the binding test, without disrupting their
membrane integrity and functionality.
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