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RESUMO 

A criopreservação de sêmen associada à inseminação artificial torna mais 
eficiente a propagação de características 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 sobrevivência dessas células durante a criopreservação de 
sêmen. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes 
concentrações de trans-anetol purificado no meio de criopreservação de sêmen 
ovino. Para isso, seis carneiros foram submetidos a coleta seminal via vagina 
artificial por sete dias. Ejaculados com motilidade espermática ≥80% (n=30) 
foram diluídos individualmente com meio Tris-Gema, e divididos nos seguintes 
tratamentos, de acordo com a concentração de trans-anetol adicionado ao meio: 
CONT (0 µM), AN10 (10 µM), AN50 (50 µM) e AN100 (100 µM). O sêmen foi 
congelado em máquina própria e descongelado a 37 °C por 30 s. Análises foram 
realizadas no momento da diluição (cinética espermática, integridade de 
membrana plasmática, hiposmótico e atividade mitocondrial) e imediatamente 
após o descongelamento (cinética espermática, integridade de membrana 
plasmática, hiposmótico, atividade mitocondrial, status acrossomal, ligação à 
membrana perivitelínica e lipoperoxidação). Os dados foram analisados usando 
um modelo misto linear generalizado. Após o descongelamento, o grupo AN100 
apresentou melhores resultados (P < 0,05) nos parâmetros de motilidade 
progressiva e espermatozoides com velocidade média, quando comparado aos 
outros grupos. Além disso, AN100 também apresentou mais espermatozoides 
com velocidade rápida que o CONT e AN10 (P < 0,05). No teste de ligação à 
membrana perivitelínica, AN100 e AN50 tenderam a ter (P = 0,08) mais 
espermatozoides ligados à membrana. Por outro lado, no teste hiposmótico, 
AN100 apresentou menos espermatozoides com membrana ativa quando 
comparado aos grupos CONT e AN10 (P < 0,05) e maiores níveis de substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) do que AN10 e AN50 (P < 0,05). O 
AN10 foi o grupo que apresentou menores níveis de TBARS quando comparado 
aos grupos CONT e AN100 (P < 0,05). Assim, é possível afirmar que 
concentrações de 10 e 50 µM de trans-anetol no diluidor possuem efeitos 
positivos nos espermatozoides ovinos, aumentando sua motilidade progressiva, 
habilidade de ligação à membrana, além de possuir efeito antioxidante na 
criopreservação de sêmen, mas sua alta concentração parece afetar a 
membrana dessas células. 

  

Palavras-chave: antioxidante, erva-doce, congelamento, malonaldeído, 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 ≥80% 
(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 µM), AN10 (10 µM), AN50 (50 µM) 
and AN100 (100 µM). 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 kinetics, 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 
AN50 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 µM 
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 INTRODUÇÃO 

 

A ovinocultura possui grande importância no mundo em vários aspectos. 

A criação de ovinos é principalmente relevante em áreas em que o ambiente 

não é favorável à criação de gado bovino, sendo então uma atividade econômica 

importante em regiões mais áridas. Além disso, devido a características 

similares aos humanos, como peso, estrutura óssea e articular, assim como na 

sua composição genética e fisiológica, a espécie ovina também é utilizada como 

modelo em estudos de doenças ortopédicas e hereditárias (MORRIS, 2009; 

FIGUEIROA et al., 2011; PINNAPUREDDY et al., 2015). Em 2022, a produção 

de carne da espécie ovina chegou a 16,6 milhões de toneladas, o que 

corresponde a 4,6% da produção de carne no mundo (FAO, 2022). Além da 

carne, o leite e outros produtos como a lã também podem ser obtidos desses 

animais (MORRIS, 2009). No Brasil, a ovinocultura possui importância 

econômico-social e, em 2020, o rebanho ovino do país constava de 20.628.699 

cabeças distribuídas por todo o território (FAOSTAT, 2022). Ainda assim, a 

produção não é suficiente para atender a demanda interna e produtos de origem 

ovina são importados (EMBRAPA, 2018). 

Para auxiliar no incremento da produção animal, ferramentas como a 

criopreservação de gametas são utilizadas com a finalidade de aumentar a 

eficiência do melhoramento genético (UGUR et al., 2019). A criopreservação de 

sêmen, quando associada à inseminação artificial (IA), permite maior 

flexibilidade na aplicação desta última, além de possibilitar a troca genética entre 

indivíduos de lugares distantes, sem a necessidade do transporte dos mesmos 

(LV et al., 2019). Apesar dessas vantagens, o congelamento de sêmen ovino 

ainda não tem sido tão utilizado na produção ovina em larga escala, devido a 

algumas limitações, como a redução significativa na viabilidade dos 

espermatozoides após o processo de criopreservação (PERIS-FRAU et al., 

2020). 

Devido à necessidade de aprimoramento das técnicas de criopreservação, 

diferentes estratégias têm sido testadas para reduzir os danos causados durante 

o processo. Com isso, estudos têm utilizado diferentes substâncias com a 

finalidade de aumentar a proteção das células durante a congelação (PERIS-
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FRAU et al., 2020). Dentre estes, estão compostos obtidos a partir de plantas, 

devido às propriedades benéficas observadas em outros tipos celulares, já 

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, têm sido objeto de pesquisa na criopreservação de sêmen 

de animais de produção (ROS-SANTAELLA E PINTUS, 2021; SHARAFI et al., 

2022).  

 

1.1 TECNOLOGIAS DE REPRODUÇÃO ASSISTIDA EM OVINOS 

 

O desenvolvimento das Tecnologias de Reprodução Assistida (do inglês, 

ARTs), representou um marco para a humanidade, permitindo, em humanos, 

que 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 três filhotes. Já 

em ovinos, esta técnica começou a ser utilizada por volta do início dos anos 

1900 (FOOTE, 2002). Além disso, sua utilização em animais domésticos 

também tem sido importante principalmente na produção animal, permitindo a 

aceleração do melhoramento genético, ampliando a oportunidade de procriação 

de indivíduos geneticamente superiores (LAYEK et al., 2016). Dentre as ARTs 

aplicadas, é possível realizar a coleta e criopreservação de sêmen para ser 

utilizado na IA ou na Produção in vitro de Embriões (PIVE). Em ambos os casos, 

o uso de sêmen criopreservado tem a vantagem de permitir o planejamento do 

momento e local em que será realizado seu uso, além de permitir a possibilidade 

de nascimento de descendentes mesmo após o falecimento do macho 

(ANDRABI E MAXWELL, 2007).  

No entanto, em ovinos, algumas características levam a resultados menos 

satisfatórios quando o sêmen criopreservado é utilizado na IA. Após o 

descongelamento, 40 a 60% dos espermatozoides se mantêm móveis, mas 

apenas 20 a 30% das células são biologicamente viáveis (LV et al., 2019). Esse 

fator, associado à dificuldade em se realizar a IA transcervical devido à 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 à necessidade de equipamentos e 

profissionais mais especializados (BAILEY et al., 2000; LV et al., 2019). Além 

disso, há questões relacionadas ao bem-estar animal, já 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 sêmen criopreservado propicie o aumento da 

população de espermatozoides viáveis dentro do trato reprodutivo da fêmea, 

permitindo resultados mais satisfatórios com a IA (SALAMON E MAXWELL, 

2000). 

 

1.2 TECNOLOGIA DO SÊMEN 

 

1.2.1 Coleta 

 

O interesse humano pela reprodução é documentado desde o século XVII, 

quando foram feitas as primeiras observações de espermatozoides ao 

microscópio por Leeuwenhoek, em 1677 (COBB, 2012). A partir de então, 

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 três filhotes. Muitos anos depois, em 1938, foi desenvolvido por Milanov, na 

Rússia, um dos métodos de coleta seminal até hoje utilizado, denominado de 

vagina artificial (OMBELET E VAN ROBAYS, 2015; LONERGAN, 2018). Como 

o nome sugere, esse método simula o aparelho reprodutivo da fêmea e é a 

forma de coleta mais próxima ao natural, e pode ser utilizada em diferentes 

espécies, sendo confeccionada de acordo com as proporções e características 

anatômicas e fisiológicas próprias de cada animal (GREYLING E 

GROBBELAAR, 1983; VILLAVERDE et al., 2013). Mesmo com suas vantagens, 

há a necessidade de algum treinamento dos machos para utilização deste 

método e há casos em que há necessidade da presença de uma fêmea em estro 

para servir de estímulo (WULSTER-RADCLIFFE et al., 2001).  

Outro método utilizado para coleta de sêmen consiste na utilização de um 

estimulador elétrico denominado eletroejaculador, o qual, por meio de 
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descargas elétricas programadas, gera estimulação das glândulas acessórias, 

levando à ejaculação (ABRIL-SÁNCHEZ et al., 2019). Outras formas de coleta 

utilizadas para obtenção de ejaculados incluem a manipulação digital e a 

cateterização uretral. Ambas as técnicas possuem como vantagem a obtenção 

de uma amostra mais próxima à fisiológica, assim como a da vagina artificial, 

mas a primeira se aplica a poucas espécies (como os cães), enquanto a 

segunda necessita da sedação do animal (ZAMBELLI et al., 2008). É possível 

também se obter espermatozoides diretamente do trato reprodutivo masculino, 

geralmente da cauda do epidídimo e/ou ducto deferente, sendo esta via de 

obtenção importante principalmente em pesquisas (utilização de materiais 

provenientes de castração de pequenos animais, ou de estudo em pequenos 

roedores de laboratório) e em caso de morte do animal (HASSAN et al., 2021). 

Em ovinos, as técnicas mais utilizadas são a vagina artificial e 

eletroejaculação. No entanto, neste último caso há a preocupação em relação 

ao bem-estar animal, já que já foi demonstrado que os indivíduos coletados por 

esse método apresentam respostas típicas relacionadas ao estresse (ABRIL-

SÁNCHEZ et al., 2019). Para reduzir este estresse, é possível realizar anestesia 

geral e sedação, o que torna a aplicação da técnica mais complexa (ABRIL-

SÁNCHEZ et al., 2018). Além disso, como há estimulação maior das glândulas 

sexuais acessórias, o ejaculado obtido por eletroejaculação possui maior 

volume, devido à maior proporção de plasma seminal (LEDESMA et al., 2014; 

ABRIL-SÁNCHEZ et al., 2019). Assim, a utilização da vagina artificial é um 

método preferencial para a coleta seminal na espécie ovina, com menor 

estresse ao animal e obtenção de sêmen mais próximo das suas características 

fisiológicas. 

 

1.2.2 Avaliação Seminal 

 

Os parâmetros de qualidade seminal são influenciados não 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 avaliações do sêmen e espermáticas para selecionar amostras 
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que possuam as características consideradas ideais para a espécie e que 

podem ser utilizadas tanto para uso imediato, quanto para a criopreservação. 

O sêmen possui diferentes componentes como plasma seminal e 

espermatozoides maduros e imaturos, além de células não reprodutivas, 

microrganismos e debris não específicos (PARAMIO E ISQUIERDO, 2014).  O 

plasma seminal é um meio complexo, secretado primariamente pelas glândulas 

sexuais acessórias, que em ovinos consistem na próstata, glândulas vesiculares 

e glândulas bulbouretrais (NOAKES et al., 2001). A função do plasma é fornecer 

ao sêmen componentes (incluindo açúcares como a frutose), que irão auxiliar 

na manutenção dos espermatozoides, bem como no transporte das células 

espermáticas no trato genital da fêmea (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 eletroejaculação, em face do aumento do volume do plasma 

seminal, que é inerente a este último método (JIMÉNEZ-RABADÁN et al., 2012; 

CBRA, 2013). 

Alguns parâmetros são importantes para se determinar a qualidade do 

sêmen coletado e devem ser observados assim que possível após a obtenção 

do ejaculado. Logo após a coleta, o ejaculado é avaliado tanto macro como 

microscopicamente, por meio de análises que compõem o espermograma. Uma 

das avaliações macroscópicas diz respeito ao aspecto do sêmen, que pode 

apresentar coloração desde esbranquiçada a amarelada, e aparência cremosa 

a aquosa (CBRA, 2013). A observação da coloração fora dos padrões 

esperados de normalidade, é um indicativo de possível contaminação, por 

exemplo, com sangue (vivo ou hemolisado) ou componentes inflamatórios. A 

avaliação microscópica do sêmen permite a detecção de leucócitos e outros 

tipos celulares no mesmo, contribuindo para a determinação da possibilidade de 

utilização da amostra para fertilização ou congelamento (HENKEL E SCHILL, 

2003). Já a aparência, que é uma classificação que possui relação com a 

viscosidade do sêmen, reflete a concentração de espermatozoides presentes no 

mesmo, sendo amostras cremosas com concentração alta, enquanto as 

aquosas apresentam baixas concentrações espermáticas (oligozoospérmicas) 

(CBRA, 2013).  
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Em animais domésticos os parâmetros considerados normais variam de 

espécie para espécie, principalmente em relação à volume e concentração. Em 

espécies de alta concentração espermática, como os ruminantes, o 

turbilhonamento (ou movimento de massa) é avaliado microscopicamente em 

uma gota de sêmen em lâmina. A classificação mínima desejável é três, em uma 

escala de zero a cinco, em que zero é a ausência de turbilhonamento e cinco 

um valor acentuado de movimento de massa (CBRA, 2013). A avaliação da 

concentração espermática pode ser feita por meio de diferentes métodos:  

contagem de alíquota de espermatozoides em câmara de Neubauer, 

espectrofotometria, citometria de fluxo, ou por meio de análise de imagens em 

aparelhos de microscopia associados a softwares específicos (BRITO et al., 

2016). Em ovinos, a concentração média de espermatozoides em um ejaculado 

é de 2,5 a 6 × 109/mL quando a coleta é realizada por vagina artificial, sendo 

geralmente menor quando o sêmen é coletado por eletroejaculação (LARSEN, 

2021).  

 

1.2.3 Avaliação espermática 

 

1.2.3.1. Avaliações de cinética de movimento 

 

Uma das primeiras análises espermáticas a ser realizada é a observação 

da movimentação dos espermatozoides, a partir da qual podem ser obtidas as 

informações de motilidade e vigor. O vigor é um dado subjetivo, já que é 

determinado a partir da observação do avaliador e, portanto, depende do seu 

treinamento. Este parâmetro representa a intensidade do movimento do 

espermatozoide, com classificação de um a cinco, sendo um o movimento 

exclusivamente oscilatório, enquanto cinco é progressivo retilíneo e muito rápido.  

(CBRA, 2013). Já a análise da motilidade é feita pela quantificação da 

porcentagem de espermatozoides vistos em movimento. Esta pode ser obtida a 

partir da observação em microscopia óptica, e estimada pelo avaliador, o que 

leva a variações técnico-dependente e maior subjetividade. Em um carneiro 

saudável e sexualmente maduro, espera-se que os espermatozoides 
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apresentem pelo menos 80% de motilidade e que o vigor dos seus movimentos 

esteja com classificação mínima de três (CBRA, 2013).  

A avaliação da motilidade também pode ser feita a partir de uma análise 

computadorizada (Computer Assisted Semen Analysis – CASA), que a torna 

mais objetiva e fornece uma quantidade maior de dados relacionados à cinética 

espermática. Já foi demonstrado que estes dados podem ser correlacionados 

com a fertilidade, mesmo que ainda não haja consenso sobre a validade desta 

correlação (BROEKHUIJSE et al., 2011; TSAKMAKIDIS, 2010; DEL OLMO et 

al., 2013). A partir da análise do CASA, a motilidade é classificada em motilidade 

total, progressiva e não progressiva. Além disso, esta análise fornece os 

seguintes parâmetros: velocidade curvilínea (VCL, µm/s), velocidade linear (VSL, 

µm/s), velocidade média do percurso (VAP, µm/s), amplitude do deslocamento 

lateral da cabeça (ALH, µm), frequência do batimento cruzado (BCF, Hz), 

linearidade (LIN, %), retilinearidade (STR, %) e coeficiente de oscilação 

(WOB, %) (MORTIMER E SWAN, 1995; VERSTEGEN et al., 2002) (Tabela 1). 

Todos esses parâmetros fornecem as diferentes características dos movimentos 

das células espermáticas e, recentemente, também têm sido utilizados para 

classificar as diferentes subpopulações espermáticas existentes no sêmen 

(HIDALGO et al., 2021). 

 

1.2.3.2 Análises morfológicas e funcionais 

 

As análises morfológicas e funcionais possuem a função de acessar a 

integridade bioquímica, genética e física dos espermatozoides. Diferentes testes 

foram desenvolvidos buscando-se associar a precisão e praticidade, visando 

bom custo-benefício. Algumas avaliações que são realizadas incluem: 

integridade de membranas plasmática (ALFRADIQUE et al., 2018) e acrossomal 

(CORMIER et al., 1997), morfologia espermática (CHENOWETH et al., 2005), 

atividade mitocondrial (DRUART et al., 2009), lipoperoxidação (SARLÓS et al., 

2002) e teste de ligação à membrana perivitelínica (CAMPOS et al., 2017). A 

importância de todas essas análises se dá não apenas por selecionar a amostra 

de sêmen de maior qualidade do ponto de vista reprodutivo, mas também para 
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se acessar a magnitude de alterações que ocorrem durante o processo de 

criopreservação. 

 

Tabela 1. Definições dos parâmetros cinéticos avaliados com o Computer Assisted 

Semen Analysis – CASA (Adaptado de OLIVARES, 2017). 

Parâmetro Nome Definição 

VCL (µm/s) Velocidade curvilínea  

Velocidade média do 

espermatozoide de um ponto a outro 

do trajeto realizado, incluindo todos 

os desvios do movimento de sua 

cabeça 

VSL (µm/s) Velocidade linear 

Velocidade média percorrida em 

linha reta entre os pontos inicial e 

final do percurso 

VAP (µm/s) 
Velocidade média do 

percurso 

Velocidade média ininterrupta do 

trajeto da célula 

ALH (µm) 
Amplitude do deslocamento 

lateral da cabeça 

Amplitude do deslocamento médio 

da cabeça do espermatozoide em 

sua trajetória real 

BCF (Hz) 
Frequência do batimento 

cruzado 

Frequência que a cabeça do 

espermatozoide cruza sua trajetória 

média por segundo 

LIN (%) Linearidade 
Valor médio da proporção entre VSL 

e VCL 

STR (%) Retilinearidade 

Valor médio da proporção entre VSL 

e VAP. Estima a proximidade do 

percurso da célula a uma linha reta 

WOB (%) Coeficiente de oscilação 
Valor médio da proporção entre VAP 

e VCL 

 

A morfologia espermática pode ser avaliada utilizando diferentes técnicas, 

como a câmara úmida (analisada sob microscopia de contraste de fase) e 

esfregaço corado (sendo eosina-nigrosina um dos corantes possíveis de ser 
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utilizado, analisado sob microscopia óptica de campo claro). O primeiro método 

é o mais recomendado, já que a realização do esfregaço para coloração resulta 

em maior ocorrência de cabeças destacadas por conta da técnica (CBRA, 2013). 

Em ambos os casos, após a confecção das lâminas, as células são 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 proporção de células normais e anormais e, com 

esse resultado, é possível obter um dos parâmetros para avaliar a qualidade do 

sêmen. Em ovinos, é desejável que o macho apresente ≥ 80% de 

espermatozoides normais e ≤ 10% de espermatozoides com defeitos maiores 

(CBRA, 2013). Outros métodos de classificação também podem ser aplicados, 

como por exemplo uma sequência de perguntas que podem ser respondidas de 

acordo com a característica dos espermatozoides avaliados (WHO, 2021). Todo 

ejaculado possui uma porcentagem de espermatozoides anormais e a 

incidência dessas anormalidades está relacionada tanto a fatores endógenos 

(como idade e o processo de maturação espermática), quanto fatores exógenos 

(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 influências do ambiente ou até 

problemas genéticos (CHENOWETH, 2005; SURIYASOMBOON et al., 2005). 

A avaliação da integridade de membrana plasmática pode ser realizada 

através da utilização de corantes vitais e sondas, assim como pela utilização do 

teste hiposmótico. A associação de duas sondas - iodeto de propídeo (não 

permeável à membrana) e laranja de acridina (permeável à membrana) - permite 

a análise da integridade física da membrana com resultados confiáveis e rápidos 

(YÁNIZ et al., 2013). Ambas as sondas se ligam aos ácidos nucleicos, mas o 

iodeto de propídeo por não ser permeável, é internalizado apenas pelas células 

que possuem lesão em sua membrana. Já a laranja de acridina é permeável e 

emite fluorescência verde. Neste teste, os espermatozoides são classificados 

como verde e vermelho, o que representa, respectivamente, íntegros e não 

íntegros (YÁNIZ et al., 2013; ALFRADIQUE et al., 2018). Já o teste hiposmótico 

permite que os espermatozoides sejam classificados com base na 

funcionalidade bioquímica de suas membranas plasmáticas. Em membranas 
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funcionais, um meio hiposmótico induz a entrada de água na célula, em uma 

tentativa desta de se equilibrar osmoticamente com o exterior. Nos 

espermatozoides, a entrada de água faz com que a cauda de uma célula íntegra 

apresente entumecimento, o que faz com que ocorra enrolamento de sua calda. 

Assim, espermatozoides com cauda enrolada possuem membrana 

bioquimicamente íntegra, enquanto aqueles que apresentam cauda reta 

possuem alguma lesão de sua membrana (JEYENDRAN et al., 1984). 

Também é possível avaliar regiões importantes do espermatozoide, como 

o acrossoma, que após entrar em contato com a zona pelúcida, libera seu 

conteúdo, resultando na sinalização que permite a interação oócito-

espermatozoide e, consequentemente, a fertilização (FLORMAN et al., 2008). 

Dessa forma, é importante avaliar a ocorrência de danos na membrana 

acrossômica, que podem levar à perda de sua função. Para isso, foram 

desenvolvidas diferentes técnicas de avaliação do status acrossomal (que está 

relacionado à capacitação), com a utilização, 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). É possível 

classificar os espermatozoides da seguinte forma: não capacitados 

(fluorescência uniforme por toda a cabeça), capacitados (faixa sem 

fluorescência na região pós-acrossomal) e com acrossoma reagido 

(fluorescência quase inexistente na cabeça, com apenas uma faixa brilhante na 

região equatorial ou apenas a peça intermediária com fluorescência) (WARD E 

STOREY, 1984; CORMIER et al., 1997). 

Para que ocorra o correto funcionamento das células eucarióticas, 

complexas funções bioquímicas ocorrem, como a atividade mitocondrial, que 

resulta na produção 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 

movimentação no trato reprodutivo da fêmea para a fertilização (FOLGERØ et 

al., 1993). Para se avaliar a atividade mitocondrial dos espermatozoides é 

possível se utilizar a sonda MitoTracker Green®, que marca apenas células vivas 

e é seletiva à mitocôndria, 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 reações, como espécies 

reativas de oxigênio (reactive oxygen species - ROS), que em concentrações 

fisiológicas possuem um importante papel nas funções celulares (KODAMA et 

al., 1996). No entanto, quando há aumento nas ROS – resultante de um estresse 

oxidativo – ocorrem danos devido à peroxidação lipídica, a qual os 

espermatozoides são especialmente suscetíveis devido à presença de ácidos 

graxos poli-insaturados e baixos níveis de antioxidantes (KODAMA et al., 1996). 

Para avaliar a taxa de lipoperoxidação das células espermáticas, é possível 

utilizar a técnica de espectrofotometria na leitura da coloração rósea gerada pela 

reação entre as moléculas de ácido tiobarbitúrico e malonaldeído, assim como 

utilização de sondas como BODIPY (SARLÓS et al., 2002; DOMÍNGUEZ-

REBOLLEDO et al., 2010; CORREIA et al., 2021). 

Além de todas essas análises, é possível também avaliar a capacidade 

dos espermatozoides de fertilizar, realizando-se IA ou então a fertilização in vitro 

(FIV) (MOORE et al., 2005; PAU et al., 2020). No entanto, há também outra 

técnica que já teve sua acurácia demonstrada: a avaliação da ligação dos 

espermatozoides à membrana perivitelínica de ovo de galinha (BARBATO et al., 

1998; CAMPOS et al., 2017; CORREIA et al., 2021). Essa técnica permite uma 

boa predição da capacidade dos espermatozoides de fertilizar, mesmo diante 

das limitações (por exemplo, por não se tratar de uma fertilização de fato e por 

não ser possível a avaliação da qualidade embrionária) (BARBATO et al., 1998; 

YANG et al., 2021). A utilidade dessa técnica é considerada pelo fato de 

existirem algumas similaridades entre as glicoproteínas presentes na membrana 

perivitelínica com aquelas presentes na zona pelúcida (ZP) de mamíferos 

(ROBERTSON et al., 2000). A presença de glicoproteínas da ZP 1 e ZP3, 

homólogas às presentes na ZP de mamíferos e importantes na fertilização, 

permite que espermatozoides de outras espécies se liguem à membrana 

perivitelínica (WACLAWEK et al., 1998; BAUSEK et al., 2000). Com isso, é 

possível predizer a capacidade de fertilizar, sem a necessidade de utilização de 

oócitos (DE ARAUJO et al., 2015). 

 

1.2.4 Criopreservação 
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Acredita-se que a primeira observação dos efeitos da baixa temperatura 

em espermatozoides foi feita em 1776 por Lazzaro Spallanzani, após observar 

que as células se tornavam imóveis após serem refrigeradas com neve 

(SHERMAN, 1964). Com o avanço dos estudos na área de reprodução, assim 

como das biotecnologias utilizadas, passou-se a estudar uma alternativa para 

manter os 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 preservação de 

gametas para se flexibilizar o momento em que as pessoas poderão vir a ter 

filhos, estudos também têm sido realizados para a preservação de tecidos 

ovarianos e testiculares em casos de tratamentos agressivos – como quimio e 

radioterapia – em indivíduos em idade reprodutiva, ou até mesmo antes desse 

período, para permitir que no futuro possam vir a ter descendentes (ONOFRE 

et al., 2016). Já na área animal, a criopreservação tem se mostrado uma aliada 

na produção animal junto a outras biotecnologias, principalmente na aceleração 

da genética do rebanho, além de permitir a formação de criobancos de 

germoplasma, seja de espécies domésticas ou ameaçadas de extinção (FICKEL 

et al., 2007; UGUR et al., 2019). Para isso, inúmeros estudos têm sido realizados 

visando o aprimoramento dos protocolos de criopreservação, seja em humanos 

ou animais. Na criopreservação de sêmen, diferentes técnicas foram 

desenvolvidas para se realizar a preservação das células. Essas técnicas 

variam tanto em relação à velocidade de redução da temperatura, quanto ao 

próprio meio em que o sêmen necessita ser adicionado (ALJASER et al., 2022). 

O congelamento lento e a vitrificação são duas técnicas de criopreservação 

de sêmen, sendo a primeira a mais utilizada (KUMAR et al., 2019). No 

congelamento lento, a técnica pode ser realizada de forma manual ou 

automática, sendo a última com auxílio de máquinas de congelamento 

(ERDMANN et al., 2020). Para isso, são utilizadas palhetas próprias para essa 

finalidade (0,25 ou 0,50 mL), que são preenchidas com o sêmen já diluído em 

meios contendo crioprotetores, seladas, passam um processo de refrigeração e 

posteriormente são armazenadas em nitrogênio líquido (BEZERRA et al., 2012). 

Nesta técnica é importante que a redução de temperatura seja controlada, não 

sendo rápida demais, para que não haja danos pela formação de cristais 
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intracelulares, e nem muito lenta, pois assim levará a danos devido à 

desidratação celular. A técnica para descongelamento do sêmen também é 

crucial, já que taxas de descongelamento menores que a faixa de -60 °C a -5 °C 

podem levar à recristalização, com formação de cristais maiores, enquanto 

taxas maiores que os desta faixa podem levar a um desbalanço osmótico, com 

consequente entrada de água na célula (KUMAR et al., 2019). Já o resfriamento 

ultrarrápido de sêmen (comumente denominado como vitrificação) é uma 

técnica que tem como princípio a conversão do líquido para um estado vítreo, 

resultando em menor formação de cristais de gelo, por meio de altas taxas de 

resfriamento (BÓVEDA et al., 2018). Assim, as principais vantagens da 

vitrificação incluem a redução de danos causados devido à menor formação de 

cristais intracelulares, o menor tempo necessário para sua realização e o menor 

custo, já que dispensa a utilização de equipamentos, como as máquinas de 

congelamento (KUMAR et al., 2019). Para que se atinjam esses resultados na 

técnica convencional de vitrificação, é necessária a utilização de altas 

concentrações de crioprotetores, o que é um fator limitante principalmente para 

as células espermáticas, devido aos efeitos tóxicos e osmóticos destas altas 

concentrações (ISACHENKO et al., 2004).  

Tanto para o congelamento lento, quanto para a vitrificação, há a 

necessidade de se utilizarem substâncias que protejam as células do processo 

realizado, já que toda a manipulação – incluindo-se diluição, resfriamento, 

congelamento/vitrificação e descongelamento/aquecimento – gera estresse 

celular (BALDI et al., 2020). Dessa forma, foram desenvolvidos meios 

conhecidos como diluidores, que contêm substâncias crioprotetoras, 

classificadas como permeáveis e não-permeáveis, e que visam reduzir os 

efeitos causados por esses processos. Os crioprotetores permeáveis são 

pequenas moléculas não iônicas, que entram nas células e conferem proteção 

à estrutura intracelular, sendo os mais utilizados o glicerol e o dimetilsulfóxido 

(DMSO) (SIEME et al., 2016). Apesar de conferirem crioproteção, se utilizados 

em altas concentrações são tóxicos e, para se mitigar essa toxicidade, são 

associados com crioprotetores não-permeáveis, como a sacarose, que 

permanecem fora da célula e controlam a osmolaridade do meio extracelular 

(HEZAVEHEI et al., 2018; ALJASER, 2022). Também é possível adicionar aos 
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meios outras substâncias que agem através de diferentes mecanismos, como 

as proteínas anticongelantes (que inibem a recristalização) e os antioxidantes 

(que reduzem os danos causados pela produção de ROS); assim como 

manipular a composição lipídica da membrana por meio da adição de colesterol 

para torná-la mais estável (CORREIA et al., 2021; RIESCO et al., 2021; YANG 

et al., 2021). No entanto, o processo de criopreservação e, principalmente os 

meios, necessitam ser aprimorados de forma específica, já que há variações de 

características que são intrínsecas a cada espécie (HOLT, 2000). 

Em carneiros, a criopreservação de sêmen 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 máquinas de congelação, quanto método manual com auxílio 

de isopor (JHA et al., 2019; VOZAF et al., 2022). Em relação aos meios 

diluidores, foram desenvolvidos protocolos utilizando-se diferentes 

crioprotetores e composições. Os meios podem ser preparados nos laboratórios, 

mas também há alguns crioprotetores comerciais que são utilizados tanto para 

bovinos quanto para carneiros (VOZAF et al., 2022). Há uma variedade de 

estudos que procuram melhorar a criopreservação de sêmen em ruminantes, já 

que os resultados possivelmente ainda não atingiram seu potencial máximo 

(PERIS-FRAU et al., 2020). Além da variação devido às características da 

espécie, uma das principais causas da redução da motilidade e viabilidade 

espermática ocorre devido aos danos que as células sofrem, principalmente 

durante o processo de congelamento (HOLT, 2000). Há, então, uma busca 

constante de substâncias que aumentem a crioproteção dos espermatozoides, 

visando melhorar sua sobrevivência à criopreservação. 

 

1.2.5 Efeitos da criopreservação no sêmen 

  

O congelamento de sêmen já demonstrou ser uma ferramenta de grande 

importância na reprodução assistida. No entanto, toda a manipulação 

necessária para congelar os espermatozoides leva ao estresse dessas células 

e, consequentemente, a alterações negativas em suas funções (BALDI et al., 

2020). Esses danos podem ser físicos, como nas membranas plasmática e 
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acrossomal, assim como bioquímicos e genéticos (PERIS-FRAU et al., 2020). 

Por isso, é importante conhecer esses efeitos para que seja possível 

desenvolver táticas para minimizá-los obtendo-se melhores amostras para a 

posterior fertilização. 

A membrana plasmática é a primeira estrutura a sofrer com os danos 

causados pela mudança de temperatura, já que o congelamento leva ao 

rearranjo dos fosfolipídeos e alteração nas interações entre lipídeos, proteínas 

e carboidratos, assim como há perda de algumas proteínas de superfície e de 

membrana (BAILEY et al., 2000; PERIS-FRAU et al., 2020). Além dos danos 

causados pela redução da temperatura em si, o aumento na produção de ROS 

provoca não apenas a lipoperoxidação, como também redução nas pontes 

dissulfeto entre as proteínas e alteração no glicocálix, o que leva à fragilidade 

da membrana e perda de sua propriedade semipermeável (PERIS-FRAU et al., 

2020). A formação de cristais de gelo no interior das células também é 

responsável por causar dano mecânico às membranas, resultando em seu 

rompimento (LV et al., 2019). 

Outra estrutura que sofre danos com o processo de criopreservação são 

as mitocôndrias. Seu principal papel de produção de energia na célula possui 

estreita relação com a motilidade dos espermatozoides, sendo crucial para a 

fertilização dos oócitos (AMARAL et al., 2013). No entanto, a mitocôndria 

também é fonte de ROS, que são produzidas principalmente na cadeia de 

transferência de elétrons durante a produção de ATP (AMARAL et al., 2013). 

Essa produção de forma controlada é importante para algumas funções das 

células espermáticas, como motilidade, reação acrossomal e capacidade 

fertilizante (KOTHARI et al., 2010). A formação de cristais de gelo e desbalanço 

osmótico que ocorrem durante a criopreservação causam danos nas 

mitocôndrias, o que leva à redução na motilidade dos espermatozoides, assim 

como aumento na produção de ROS devido ao estresse oxidativo (PERIS-FRAU 

et al., 2020). Como resultado, essas alterações levam à queda da viabilidade e 

funcionalidade espermática, com consequente redução da qualidade dessas 

células. 

A criocapacitação também influencia a viabilidade dos espermatozoides 

que sobrevivem ao congelamento. O espermatozoide adquire sua capacidade 
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fertilizante após passar por um processo denominado capacitação, que se inicia 

após a ejaculação, no trato reprodutor feminino e, com isso, as células se tornam 

capazes de realizar a reação acrossomal, necessária para a fertilização (DAVIS, 

1981). No entanto, durante a criopreservação as alterações nas membranas 

(plasmática e acrossomal) podem levar a maior sensibilidade do 

espermatozoide ao meio em que está presente, levando à capacitação (portanto 

o termo: criocapacitação) e reação acrossomal de forma precoce de algumas 

células, que se tornam incapazes de realizar a fertilização (BAILEY et al., 2000).  

Estudos também já demonstraram que há alteração no material genético 

(redução de mRNAs, modificação de metilações e histonas) durante a 

manipulação in vitro, inclusive durante o processo de criopreservação, sendo 

esta alteração atribuída como principal causa a produção em excesso de ROS 

(PERIS-FRAU et al., 2020). Espermatozoides com o DNA fragmentado ainda 

podem conseguir se locomover e fertilizar oócitos (FATEHI et al., 2006). No 

entanto, o embrião gerado a partir dessa fertilização costuma ter menor 

qualidade e não seguir seu desenvolvimento completo ou, em alguns casos, 

pode gerar descendentes com alterações fisiológicas diversas a longo prazo 

(FATEHI et al., 2006; FERNÁNDEZ-GONZALEZ et al., 2008).  

Os espermatozoides ovinos possuem algumas características que os 

tornam mais suscetíveis aos danos causados durante a criopreservação. As 

células desses animais são particularmente sensíveis à criopreservação quando 

comparadas a outros ruminantes domésticos (PERIS-FRAU et al., 2020). Dentre 

as razões que justificam essa maior sensibilidade, está o fato de que os 

espermatozoides ovinos possuem uma maior proporção de fosfolipídios poli-

insaturados, que não apenas reduzem a resistência da membrana ao processo 

de criopreservação, mas também a tornam mais suscetível a ataques de ROS 

(PERIS-FRAU et al., 2020; VOZAF et al., 2022). O aumento da produção de 

ROS devido ao processo de criopreservação associado com a diluição do 

sêmen resulta em uma ação ineficiente dos antioxidantes presentes no plasma 

seminal e, junto aos outros danos causados no congelamento de sêmen, 

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 

substâncias crioprotetoras que consigam reduzir os danos causados durante a 

criopreservação, assim como aumentar sua eficiência, ainda se faz altamente 

necessária. Dessa forma, uma das estratégias propostas para a melhoria da 

congelabilidade do sêmen ovino é a adição de antioxidantes ao meio de 

congelação para tentar neutralizar a ação do excesso de ROS e reduzir os 

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

 

1.3 Espécies reativas de oxigênio na célula espermática 

 

Em organismos aeróbios, o oxigênio (O2) é importante na geração de 

energia na maioria das células, mas também é prejudicial para as mesmas, o 

que é visto como um paradoxo. Durante a produção de energia pelas 

mitocôndrias, o O2 passa pela cadeia transportadora de elétrons, sendo 

reduzido até a produção de uma molécula de água (H2O). No entanto, pode 

ocorrer escape de algumas das moléculas durante esse processo, que são 

conhecidas como ROS (TADROS E VIJ, 2019). Sabe-se que as ROS são 

prejudiciais às células e às próprias mitocôndrias, por reagirem com diferentes 

estruturas e prejudicarem seu funcionamento (PERIS-FRAU et al., 2020). Para 

isso, as próprias células possuem mecanismos protetores contra a oxidação, 

tanto enzimáticos (por exemplo, a partir da ação da superóxido dismutase) 

quanto não enzimáticos (por exemplo, pela ação da glutationa). A homeostase 

entre ROS e antioxidantes se dá pelas reações de oxidação-redução (redox) 

(SADEGHI et al., 2022).  

Apesar de serem consideradas prejudiciais, as ROS possuem papel 

importante nas células quando estão em concentrações fisiológicas, inclusive 

nos espermatozoides. Nas células em geral, as espécies pró-oxidantes 

funcionam como mensageiras secundárias, além de participarem da ativação 

apoptótica e regulação embrionária (DREVET E AITKEN, 2020; XIAO E 

LOSCALZO, 2020). Já nos espermatozoides, as ROS participam de diferentes 

eventos, como no processo de maturação, em que há compactação da 

cromatina, assim como na capacitação e ligação do espermatozoide à zona 

pelúcida (AITKEN et al., 2012). No entanto, quando há uma perda no equilíbrio 
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entre a quantidade de ROS produzidas e os mecanismos antioxidantes, ocorrem 

danos nas células espermáticas (GIBB et al., 2020). Durante a criopreservação, 

há danos nas mitocôndrias e consequente extravasamento de ROS, sendo 

estas principalmente, ânion superóxido (O2
•-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

radical hidroxila (OH-). Nesse caso, diferentes estruturas como a membrana 

plasmática e o material genético, são afetadas pelas ROS e isso leva à redução 

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 produção de 

ROS durante o congelamento de sêmen ovino, estudos têm testado diferentes 

substâncias antioxidantes no meio diluidor (SOUZA et al., 2019; ROSTAMI et 

al., 2020). Há interesse principalmente em extratos de determinadas plantas 

devido às suas características antioxidantes, geralmente provenientes de uma 

ou mais substâncias abundantes no extrato. Alguns desses estudos têm 

produzido melhores resultados em alguns parâmetros no pós-descongelamento 

do sêmen, 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 utilização na criopreservação de 

sêmen foram: 80% (36/45) apresentaram resultados positivos na motilidade 

espermática; 38% (17/45) e 29% (13/45) tiveram efeitos positivos na redução da 

lipoperoxidação e na atividade antioxidante, respectivamente. Recentemente, o 

trans-anetol (presente em algumas espécies de plantas) tem sido uma 

substância testada na criopreservação de sêmen 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 substância 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 é o isômero mais 

abundante nos extratos de algumas espécies de plantas, principalmente da 

erva-doce (Foeniculum vulgare) e anis estrelado (Illicium verum Hook.f.), e é 

também o mais utilizado em estudos para seu uso terapêutico e nas indústrias. 
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Neste último caso, a preferência pelo isômero trans se explica pelo fato deste 

possuir características de interesse para as indústrias, como sua ação 

flavorizante. Além de ser utilizado em alimentos, o AN também é usado em 

perfumes e produtos farmacêuticos (DIAO et al., 2014; APROTOSOAIE et al., 

2016). Outras características também têm levado ao maior interesse no estudo 

do AN, como suas propriedades anti-inflamatória, 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 respiratórios, por exemplo (MARINOV 

E VALCHEVA-KUZMANOVA, 2015). 

Devido aos aspectos positivos do uso dessas plantas, assim como sua 

propriedade antioxidante, alguns estudos têm utilizado o extrato de F. vulgare 

na criopreservação de sêmen para investigar seus efeitos nos espermatozoides 

após o descongelamento (MALO et al., 2011; MONTÓN 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 diferenças na origem 

geográfica das plantas, método de extração utilizado, além das partes e estágio 

de maturação utilizados (LEAL et al., 2013; DIAO et al., 2014). Com relação ao 

AN adquirido em laboratório (denominado aqui como AN purificado), apesar de 

ter composição fixa e, portanto, os resultados da sua utilização serem 

potencialmente mais homogêneos, seus efeitos no sêmen ainda são 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 

composição na preservação de sêmen. 

Referência Espécie Origem Concentrações Resultados (vs. controle) 

Malo et al., 
2011 

Suína 
Extrato de 
erva-doce 

2,5; 5 e 
10 g/L 

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

descongelamento 
       

Montón et al., 
2015 

Suína 
Extrato de 
erva-doce 

2,5; 5 e 
10 g/L 

2,5; 5 e 10 g/L: maior 
motilidade progressiva, 
viabilidade e integridade 

acrossomal após 
descongelamento  

Najafi et al., 
2019 

Ovina 
Extrato de 
erva-doce 

0, 5, 10 e 15 mg/L 

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

integridade de membrana e 
atividade mitocondrial pós 

descongelamento 
5 e 10 mg/L: menores 
valores de MDA pós 
descongelamento 

     

Luo et al., 
2020 

Humana 

Trans- 
anetol 

purificado 
(Merck 

Millipore) 

0,1; 1; 10 e 100 μM 

10 e 100 μM: menor 
motilidade, hiperativação, e 
capacidade de penetração 

dos espermatozoides. 
Menor fosforilação de 

tirosina tanto basal quanto a 
induzida por progesterona, 
menor influxo de [Ca2+] e 

menor corrente do 
CATSPER  

     

Sousa et al., 
2021 

Caprina 

Trans- 
anetol 

purificado 
(Sigma-
Aldrich) 

30 (200 μM), 300 
(2 mM), e 2000 (13 

mM) µg/mL 

Todos: aumento de 
patologias espermáticas, 

sem diferença nos 
parâmetros cinéticos. 

2000 µg/mL: menos ROS e 
maior número de 

espermatozoides viáveis 
sem ROS pós 

descongelamento 

VSL – Velocidade linear, MDA - malonaldeído, Ca2+ - cálcio, CATSPER – cation channel 

of sperm (canal de cátion de espermatozoide), ROS – reactive oxygen species 

(espécies reativas de oxigênio) 
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2.  OBJETIVO GERAL  

O objetivo geral deste estudo foi determinar o efeito da adição de diferentes 

concentrações de trans-anetol purificado na criopreservação de sêmen ovino. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

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

congelamento no(a)(s): 

2.1.1 Parâmetros cinéticos de motilidade; 

2.1.2 Características morfológicas dos espermatozoides; 

2.1.3 Integridade de membrana plasmática e acrossomal; 

2.1.4 Atividade mitocondrial dos espermatozoides;  

2.1.5 Capacidade fecundante, por meio da sua capacidade de ligação à 

membrana perivitelínica; 

2.1.6 Estresse oxidativo, através da lipoperoxidação. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 APROVAÇÃO ÉTICA, LOCAL E ANIMAIS 

Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade Federal Fluminense (3538120222). O experimento foi 

conduzido durante o período reprodutivo (abril e maio) na Unidade de Pesquisa 

Experimental em Caprinos e Ovinos (UniPECO - 22° S, 42° O), localizada em 

Cachoeiras de Macacu, Brasil. 

Após avaliação clínica e andrológica (CBRA, 2013), foram selecionados e 

utilizados seis carneiros adultos da raça Santa Inês para coleta de sêmen. Os 

animais ficaram sob as mesmas condições até o final do experimento, com luz 

natural, acesso a pasto e recebendo concentrado de acordo com as 

necessidades nutricionais. Água e sal mineral ficaram disponíveis 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 indicação 

alternativa. A gema utilizada para o preparo do meio Tris-gema era pasteurizada 

(Fleischmann, Brasil) e adquirida em um supermercado local. Para realização 

do teste de ligação à membrana perivitelínica, 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 sêmen 

para cada animal. A unidade experimental deste estudo foi o ejaculado (n=30). 

Ejaculados com motilidade ≥ 80% e parâmetros dentro dos padrões 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 alíquotas, sendo estas diluídas em meio Tris-gema contendo 

trans-anetol de acordo com os seguintes tratamentos: CONT (0 µM, grupo 

controle), AN10 (10 µM), AN50 (50 µM) e AN100 (100 µM). A concentração final 

de espermatozoides no meio foi de 400 x 106 sptz/mL. 

Após as diluições (pré-congelamento), em cada tratamento foram 

realizadas as seguintes análises: cinética espermática, integridade de 

membrana plasmática, atividade de membrana (teste hiposmótico), atividade 

mitocondrial e morfologia espermática. Imediatamente após o descongelamento 

(0 h), os mesmos parâmetros foram avaliados, além de status acrossomal, 

ligação à membrana perivitelínica e quantificação da lipoperoxidação 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 ácido cítrico, 15 mL de gema de ovo, 100.000 UI de penicilina, 100 mg 

de estreptomicina, 5% de glicerol, água destilada para 100 mL, pH 7,4 e 985 

mOsm/kg), adicionado ou não de AN, de acordo com o tratamento. Após a 

diluição em cada tratamento, o sêmen foi envasado em palhetas de 0,25 mL 

previamente identificadas e próprias para o congelamento de sêmen, que foram 

então seladas com álcool polivinílico. Para o congelamento, foi utilizada 

máquina com sistema de congelação automático, TK 3000® (TK Tecnologia em 

Congelação Ltda, Uberaba, MG, Brasil). A curva foi programada para realizar a 

refrigeração do sêmen a 0,25 ºC/min até 5 ºC, temperatura na qual as palhetas 

foram mantidas por 4 h. Para o congelamento, foi utilizada curva com velocidade 

-20 ºC/min até chegar à temperatura de -120 °C. Imediatamente após, as 

palhetas foram imersas em nitrogênio líquido, organizadas em racks e 

armazenadas em cilindro criogênico a -196 °C até descongelamento. O 

descongelamento foi realizado em banho-maria a 37 °C por 30 s, sendo 

descongelada uma palheta de cada grupo por animal.  

 

3.5 ANÁLISES MICROSCÓPICAS 
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3.5.1 Cinética espermática 

Esta análise foi realizada com o auxílio do CASA (Computer-assisted 

semen analysis) utilizando o sistema SCA® (Sperm Class Analyzer, Microptic, 

Nikon Eclipse Ci, Tokyo, Japan). O programa foi calibrado para detecção de 

sêmen de carneiro. O tamanho da cabeça detectável pelo programa foi 

configurado em parâmetro padrão entre 18 e 60 µm². Um total de 25 imagens 

por segundo foram capturadas e o aumento utilizado no microscópio foi de ×100. 

As mensurações foram realizadas com lamínula de 24 x 24 mm com uma gota 

de 10 µL de amostra. Espermatozoides foram identificados da seguinte forma: 

imóvel, quando a velocidade curvilínea (VCL) era menor que 10 µm/s; células 

com VCL entre 10 e 45 µm/s foram classificadas como lentas; entre 45 e 75 µm/s, 

foram classificadas como velocidade média e, acima de 75 µm/s, classificadas 

como rápidas (CORREIA et al., 2021). Espermatozoides com retilinearidade 

(STR) acima de 80% foram considerados com motilidade progressiva. 

Ejaculados foram analisados, individualmente, para os seguintes parâmetros: 

motilidade total (%), motilidade progressiva (%), espermatozoides com 

velocidade rápida, média e lenta (%), velocidade média de percurso (VAP), VCL, 

velocidade linear (VSL), amplitude do deslocamento lateral da cabeça (ALH), 

frequência do batimento cruzado (BCF), STR, linearidade (LIN) e coeficiente de 

oscilação (WOB). 

3.5.2 Teste hiposmótico 

Para este teste, alíquotas de 15 µL de sêmen foram colocadas em 

microtubos com 500 µL de solução hiposmótica de 100 mOsm/kg (água MiliQ). 

Em seguida, foram incubadas por 20 min a 37 °C e avaliadas por meio de 

preparação úmida em lâmina coberta com lamínula. A análise foi realizada em 

microscópio de contraste de fase (Nikon Eclipse Ci, Nikon Corporation - Japan) 

em aumento de × 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 análise foi realizada em microscópio de epifluorescência (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 

propídio (cat # P4170). A laranja de acridina foi diluída 1:10.000 em água 

destilada, v/v]; e o iodeto de propídio foi utilizado na concentração de 0,5 mg/mL, 

diluído em DMSO. A laranja de acridina é uma sonda permeável à membrana e 

é seletiva aos ácidos nucleicos, marcando as células com fluorescência verde. 

Já o iodeto de propídio é uma sonda não permeável e se liga aos ácidos 

nucleicos, emitindo fluorescência vermelha. Para análise, uma gota da amostra 

junto com uma gota de cada sonda, foram colocadas em lâminas, selada com 

lamínula e avaliada utilizando-se microscopia de fluorescência (Nikon Eclipse Ci, 

Nikon Corporation – Japan) em aumento de × 100. Para avaliação, foi utilizado 

filtro de 465–495 nm (excitação) e 515–555 nm (emissão). 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 marcação da atividade mitocondrial, foi utilizado o MitoTracker Green 

(cat # M7514). Esta sonda consiste em um fluorocromo que marca apenas as 

mitocôndrias de espermatozoides vivos (DRUART et al., 2009). Uma solução de 

trabalho foi previamente preparada, com 4 mL de salina tamponada e 10 µL de 

MitoTracker, chegando a uma concentração final de 20 µM. O sêmen (10 µL) foi 

incubado em 90 µL de solução de MitoTracker a 37 °C durante 30 min. Para a 

análise, foi utilizado microscópio de fluorescência (Nikon Eclipse Ci, Nikon 

Corporation – Japan) com filtro de excitação de 488 nm e 516 nm de emissão 

em aumento de × 200. Os espermatozoides foram classificados como com 

(presença de fluorescência verde na peça intermediária) ou sem (ausência de 

fluorescência) 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 coloração com CTC, como 

descrito anteriormente (CORMIER et al., 1997; ALFRADIQUE et al., 2018), com 

algumas modificações. Foi preparada uma solução de trabalho com 0,75 mM de 

CTC (pH 7,8) em uma solução tampão contendo 20 mM de Tris, 130 mM de 

NaCl e 5 mM de cisteína. A amostra de sêmen foi misturada com um volume 

igual de solução de CTC (5 μL) e, após alguns segundos, 2 μL de 

paraformoldeído a 2% foi adicionado. As células foram observadas com filtro 

azul-violeta 2 A (BV-2 A) com 400–440 nm de excitação e 470 nm de emissão 

de fluorescência (Nikon Eclipse Ci, Nikon Corporation – Japan). Os 

espermatozoides foram classificados com o critério proposto por Cormier et al. 

(1997): brilho de fluorescência em toda a cabeça (não-capacitado), faixa sem 

fluorescência na região pós-acrossomal (capacitado) e fluorescência em toda a 

cabeça com fina faixa brilhante de fluorescência ao longo da região equatorial 

(células com acrossomo reagido). Pelo menos 200 espermatozoides foram 

contados por ejaculado. 

3.5.6 Teste de ligação à membrana perivitelínica 

Este teste foi realizado como proposto por Barbato et al. (1998) e Campos 

et al. (2017). Membranas perivitelínicas foram obtidas a partir de ovos de galinha 

frescos e não fertilizados, e seu preparo foi realizado separando-se a gema da 

albumina, utilizando papel filtro. As gemas intactas foram colocadas em filme 

plástico 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 

quadrados de 0,5 cm2. Foi utilizado um fragmento de membrana para cada 

tratamento. A membrana foi coberta com 1 mL de FERT-TALP e foi adicionada 

uma alíquota de 20 µL de amostra (8 x 106 sptzs totais) de cada ejaculado com 

cada tratamento. A membrana com a amostra de sêmen foi incubada por 1 h a 

38,5 °C com 5% de CO2. Após a incubação, a membrana foi lavada três vezes 

com PBS. Em seguida, foi colocada em uma lâmina com 1 µL de Hoechst 33342 

(1 mg/mL) e coberta com lamínula, atentando-se para a não formação de dobras, 

selando e protegendo da luz. Foram contados espermatozoides em cinco 

campos por amostra e os resultados de ligação são expressos em mm2 de 

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

Para esta análise, uma solução de paraformoldeído a 2% foi previamente 

preparada (4% de paraformoldeído em PBS, em proporção de 1:1). Uma 

alíquota de 10 μL de sêmen foi adicionada em 120 μL de paraformoldeído a 

37 °C e as amostras foram mantidas a 4 °C até avaliação. Para a leitura, uma 

gota da amostra diluída foi colocada em uma lâmina e coberta com lamínula. 

Pelo menos 200 células foram contadas por ejaculado, utilizando-se 

microscopia de contraste de fase sob aumento de × 1000 (Nikon Eclipse Ci, 

Nikon Corporation – Japan). Os espermatozoides anormais foram classificados 

em defeitos maiores e menores (CHENOWETH, 2005). 

3.5.8 Lipoperoxidação 

Esta análise foi realizada de acordo com Sarlós et al. (2002). O método se 

baseia no uso de espectrofotometria para a quantificação da coloração rosa 

produzida pela reação entre as moléculas do ácido tiobarbitúrico e malonaldeído. 

As reações ocorrem em pH ácido, em uma temperatura entre 90 °C e 100 °C. 

Alíquotas de 500 μL das amostras de cada tratamento e 1000 μL de solução 10% 

de ácido tiobarbitúrico foram centrifugados por 15 min a 1800 g, a uma 

temperatura de 15 °C, para a precipitação das proteínas. Alíquotas do 

sobrenadante foram colocadas em microtubos junto com ácido barbitúrico a 1% 

em proporção de 1:1 e dissolvidas em 0,05 N de hidróxido de sódio. Os tubos 

contendo essa mistura foram incubados em água fervente a 100 °C durante 

10 min e então resfriadas em água com gelo a 0 °C. As Espécies Reativas ao 

Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) foram quantificadas em espectrofotômetro, em 

comprimento de 532 nm, e expressos em nanogramas de TBARS/mL de sêmen.  

3.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

As análises 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 concentração de AN, o animal, e a interação 

entre estes dois; e o dia de coleta como fator aleatório para correção do modelo. 

Valores de P < 0,05 foram considerados significativos, e valores de P ≥ 0,05 e ≤ 



28 

 

0,1 foram considerados tendência. Parâmetros enquadrados nesses dois casos 

foram submetidos à análise de contrastes por Método Pairwise. Os dados são 

apresentados como média (±SEM).  
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4. RESULTADOS 

4.1. PARÂMETROS PRÉ-CONGELAMENTO 

Imediatamente após a diluição, não houve diferença (P > 0,05) nos 

grupos experimentais nos parâmetros avaliados (motilidade, cinética e 

morfologia espermática, integridade de membrana, teste hiposmótico e 

atividade mitocondrial) (Tabela 3).  

 

Tabela 3. Parâmetros (média ± SEM) analisados em sêmen ovino após diluição (pré-

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

 
Trans-anetol (μM) 

Parâmetros 0 10 50 100 P 

Motilidade total 
(%) 

99,8 ± 0,4 99,5 ± 1,5 99,9 ± 0,2 99,8 ± 0,3 0,995 

Motilidade 
progressiva (%) 

15,1 ± 6,6 15,1 ± 6,2 14,8 ± 6,3 14,5 ± 6,6 0,869 

Velocidade 
rápida (%) 

46,2 ± 42,5 43,8 ± 41,0 43,6 ± 40,8 44,1 ± 41,0 0,381 

Velocidade 
média (%) 

31,1 ± 21,4 32,2 ± 18,7 32,5 ± 19,1 29,8± 17,5 0,636 

Velocidade 
lenta (%) 

22,5 ± 26,5 23,5 ± 26,7 23,8 ± 27,3 26,0 ± 30,0 0,921 

VCL (µm/s) 76,8 ± 30,5 74,9 ± 29,4 73,3 ± 27,5 73,3 ± 28,6 0,310 

VSL (µm/s) 25,3 ± 7,6 24,7 ± 6,9 24,1± 6,9 24,6 ± 7,1 0,467 

VAP (µm/s) 44,1 ± 15,9 42,8 ± 14,9 41,8 ± 14,4 42,3 ± 14,8 0,135 

LIN (%) 34,8 ± 6,4 34,9 ± 7,3 33,0 ± 7,3 35,4 ± 6,3 0,176 

STR (%) 59,1 ± 6,3 59,5 ± 6,8 59,0 ± 5,6 59,7 ± 6,1 0,683 

WOB (%) 58,4 ± 5,1 58,2 ± 5,6 57,8 ± 4,2 58,9 ± 4,9 0,735 

ALH (µm) 4,7 ± 1,2 4,7 ± 1,2 4,6 ± 1,3 4,6 ± 1,1 0,275 

continua 
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Tabela 3, continuação 

BCF (Hz) 5,3 ± 3,1 5,4 ± 3,2 5,4 ± 3,2 5,4 ± 3,2 0,702 

Integridade de 
membrana 
plasmática (% 
íntegros) 

74,6 ± 8,1 73,5 ± 9,1 76,1 ± 8,1 75,2 ± 7,7 0,393 

Teste 
hiposmótico (% 
reativos) 

71,5 ± 10,1 74,9 ± 10,2 75,1 ± 8,4 75,3 ± 9,5 0,130 

Morfologia (% 
normais) 

93,3 ± 3,3 91,0 ± 18,0 94,0 ± 3,0 87,7 ± 23,3 0,406 

Atividade 
mitocondrial (% 
com atividade) 
 

91,6 ± 5,2 91,3 ± 6,3 93,5 ± 4,4 91,7 ± 5,2 0,288 

Não houve diferença em nenhum parâmetro para todos os tratamentos (P > 0,05). 
Abreviações: VCL: velocidade curvilínea; VSL: velocidade linear; VAP: velocidade 
média do percurso; LIN: linearidade; STR: retilinearidade; WOB: coeficiente de 
oscilação; ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeça; BCF: frequência do 
batimento cruzado. 

 

4.2. PARÂMETROS PÓS DESCONGELAMENTO 

4.2.1. Cinética espermática 

Logo após o descongelamento, diferenças foram observadas em alguns 

parâmetros cinéticos (Tabela 4). Nos parâmetros de motilidade progressiva e 

velocidade média, o grupo AN100 foi superior aos demais (P ≤ 0,05). Além disso, 

AN100 apresentou maior proporção de espermatozoides rápidos quando 

comparado ao CONT e AN10, e AN50 apresentou valores semelhantes tanto a 

CONT e AN10, quanto a AN100. Houve tendência de diferença verificada na 

análise global do modelo nos parâmetros VCL, VSL e VAP, sendo que na 

análise de contraste, houve significância detectada com superioridade nesses 

parâmetros no grupo AN100, em contraste com o grupo controle e/ou os demais 

(Tabela 4).  
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Tabela 4. Parâmetros (média ± SEM) de cinética espermática imediatamente após 

descongelamento de sêmen ovino criopreservado com meio contendo ou não trans-

anetol (AN) purificado 

 
Trans-anetol (μM) 

Parâmetros 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 
progressiva (%) 9,9 ± 7,6a 11,0 ± 8,3a 9,6 ± 7,0a 12,5 ± 7,2b 0,011 

Velocidade rápida 
(%) 15,3 ± 13,4a 13,8 ± 12,3a 14,9 ± 11,5ab 18,8 ± 13,0b 0,054 

Velocidade média 
(%) 7,4 ± 6,1a 8,4 ± 5,0a 7,8 ± 5,2a 10,8 ± 9,3b 0,030 

Velocidade lenta 
(%) 

37,7 ± 10,3 40,1 ± 9,1 38,3 ± 10,6 38,1 ± 11,7 0,938 

VCL (µm/s) 47,5 ± 17,8a 37,8 ± 17,1a 46,0 ± 16,2ab 50,9 ± 16,2 b 0,080 

VSL (µm/s) 21,2 ± 8,9a 20,4 ± 9,3b 20,4 ± 8,4b 22,9 ± 8,9a 0,081 

VAP (µm/s) 29,9 ± 12,0a 28,5 ± 11,6a 29,0 ± 11,0a 32,4 ± 11,5b 0,058 

LIN (%) 45,1 ± 8,3 45,0 ± 7,4 44,5 ± 8,9 45,2 ± 9,9 0,850 

STR (%) 70,6 ± 6,2 70,6 ± 6,5 68,7 ± 9,4 70,3 ± 7,5 0,630 

WOB (%) 63,4 ± 7,1 63,3 ± 5,9 63,0 ± 7,2 63,6 ± 7,6 0,792 

ALH (µm) 3,3 ± 0,8 3,4 ± 0,8 3,2 ± 0,7 3,4 ± 0,6 0,575 

BCF (Hz) 8,9 ± 3,3 9,1 ± 3,5 8,9 ± 3,3 9,3 ± 2,5 0,340 

Na mesma linha, letras diferentes diferem significativamente para cada parâmetro. 

Abreviações: VCL: velocidade curvilínea; VSL: velocidade linear; VAP: velocidade 

média do percurso; LIN: linearidade; STR: retilinearidade; WOB: coeficiente de 

oscilação; ALH: amplitude do deslocamento lateral da cabeça; BCF: frequência do 

batimento cruzado. Letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05) na análise 

de contrastes por método Pairwise. 
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4.2.2 Avaliações morfológicas e funcionais  

Não houve diferença (P = 0,462) entre grupos em relação ao teste de 

integridade de membrana (Figura 1A). No entanto, no teste hiposmótico foi 

detectada diferença 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). 

Não foram observadas alterações quanto à atividade mitocondrial (P = 0,884; 

Figura 2A), porém, a análise de lipoperoxidação apontou diferença (P = 0,003) 

entre os tratamentos, sendo que AN10 apresentou os menores (P < 0,05) níveis 

de TBARS em relação ao grupo CONT e AN100. O grupo AN50 também 

apresentou menores (P < 0,05) níveis de TBARS quando comparado ao grupo 

AN100, mas foi semelhante (P > 0,05) aos grupos CONT e AN10 (Figura 4). 

Quanto à morfologia espermática, não houve diferença entre as porcentagens 

de espermatozoides normais, ou com defeitos maiores ou menores (Tabela 5). 

O teste de capacitação também não apontou diferença na porcentagem de 

espermatozoides não capacitados (P = 0,723), capacitados (P = 0,455), ou 

reagidos (P = 0,231).  

 

 

 

 

 

  

A B 

Figura 1: Gráfico de colunas representando (A) o número de espermatozoides 

(sptzs) com membrana íntegra e (B) o número de sptzs reativos ao teste hiposmótico 

(íntegros) em sêmen ovino descongelado. Meios tratados ou não com trans-anetol: 

não tratado – CONT; tratado com 10 μM - AN10; 50 μM – AN50; ou 100 μM – AN100. 

Dados apresentados como média ± SEM. Letras diferentes diferem 

significativamente para cada parâmetro (P < 0,05). 
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Tabela 5. Parâmetros (média ± SEM) de morfologia espermática avaliados após 

descongelamento em sêmen ovino criopreservado com meio contendo ou não trans-

anetol (AN) purificado. 

 
Trans-anetol (μM) 

Morfologia 0 10 50 100 P 

Patológicos      

Defeitos maiores (%) 2,1 ± 1,6 2,6 ± 1,6 2,3 ± 1,3 2,0 ± 1,7 0,990 

Defeitos menores (%) 4,4 ± 2,5 3,4 ± 2,7 3,2 ± 2,0 3,9 ± 2,5 0,957 

Morfologia normal (%) 93,3 ± 3,3 94,0 ± 3,3 94,4 ± 2,3 94,3 ± 3,0 0,970 

Não houve diferença nos parâmetros para todos os tratamentos (P > 0,05) 

 

 

Figura 2. Gráfico de colunas representando, em sêmen ovino descongelado (A) a 

porcentagem de espermatozoides com atividade mitocondrial detectada, pela 

coloração com sonda MitoTracker, (B): a quantificação do teste de lipoperoxidação 

(resultados expressos em ng de Espécies Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) 

por mL). Meios tratados ou não com trans-anetol: não tratado – CONT; tratado com 

10 μM - AN10; 50 μM – AN50; ou 100 μM – AN100. Dados apresentados como média 

± SEM.  Letras diferentes diferem significativamente para cada parâmetro (P < 0,05) 

 

A B 
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Na análise geral do teste de ligação à membrana perivitelínica detectou-

se tendência entre os grupos (P = 0,08) que foi confirmada diante da 

comparação de contraste entre os tratamentos. Os grupos AN50 e AN100 

apresentaram maior número de espermatozoides ligados à membrana em 

relação ao grupo controle (P = 0,037 e P = 0,024, respectivamente) (Figura 4).  

   

Figura 3: Gráfico de colunas representando a porcentagem de espermatozoides 

(sptzs) capacitados, não capacitados e reagidos. Meios tratados ou não com trans-

anetol: não tratado – CONT; tratado com 10 μM - AN10; 50 μM – AN50; ou 100 μM – 

AN100. Dados apresentados como média ± SEM. Não houve diferença nos 

parâmetros para todos os tratamentos (P > 0,05) 
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A 

Figura 4: (A) Gráfico de colunas representando o número de espermatozoides 

(sptzs) ligados à membrana perivitelínica por mm2. (B) Imagens representativas do 

teste de ligação à membrana perivitelínica. Sptzs corados por Hoechst, aumento de 

× 200. Setas vermelhas indicam a membrana. Meios tratados ou não com trans-

anetol: não tratado – CONT; tratado com 10 μM - AN10; 50 μM – AN50; ou 100 μM 

– AN100. Dados apresentados como média ± SEM. Letras diferentes diferem 

significativamente para cada parâmetro (P < 0,05) 

 

B CONT AN10 

AN50 AN100 
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5. DISCUSSÃO 

 

O estresse oxidativo é uma condição disruptiva que ocorre durante a 

criopreservação de espermatozoides, uma vez que o excesso de ROS 

decorrente desse processo leva a danos no DNA, mitocôndrias e membranas 

(PERIS-FRAU et al., 2020). Devido à sua estrutura, o anetol é capaz de 

sequestrar H2O2 e, além disso, possui a capacidade de aumentar os níveis de 

catalase e superóxido dismutase (GALICKA et al., 2014; CHOI E HWANG, 2004). 

Portanto, o AN pode reduzir o dano oxidativo causado às células espermáticas 

durante a criopreservação. Neste estudo observou-se proteção contra a 

lipoperoxidação nos grupos tratados com AN10, que apresentaram níveis de 

TBARS menores quando comparados ao CONT e AN100. Sendo assim, nesta 

menor concentração, o AN reduziu a lipoperoxidação em espermatozoides 

criopreservados, o que se justifica pela sua propriedade antioxidante. As células 

espermáticas têm maior suscetibilidade a sofrer peroxidação lipídica, pois 

possuem alta proporção de ácidos graxos poli-insaturados em suas membranas 

(MARTIN-HIDALGO et al., 2019). Os produtos gerados pela peroxidação lipídica, 

como o malonaldeído, são reativos e oxidam mais intensamente estes ácidos 

graxos, bem como proteínas, levando à ruptura da fluidez da membrana e danos 

mitocondriais (AITKEN, 2017; MARTIN-HIDALGO et al., 2019). Apesar da 

redução da peroxidação no grupo AN10, os resultados deste trabalho não 

indicaram melhoria ou piora, em relação ao grupo controle, nos demais 

parâmetros avaliados em decorrência da adição de 10 µM de AN no meio de 

criopreservação.  Se faz necessário, portanto, investigar mais minuciosamente, 

se há alguma vantagem do uso de AN nesta concentração para a 

criopreservação do sêmen ovino, assim como sua associação com outros 

antioxidantes. A possível preservação da integridade do DNA, decorrente da 

menor oxidação celular, justificaria tal uso.  

Os resultados de cinética espermática mostraram efeitos positivos da 

adição de 100 µM de AN ao meio de diluição do sêmen ovino (motilidade 

progressiva e espermatozoides com velocidade rápida e média), quando 

comparado ao grupo CONT. Além disso, a proporção de espermatozoides 

rápidos no grupo AN50 foi semelhante ao grupo AN100. A melhoria da cinética 
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espermática observada pode ser devido à atividade antioxidante do anetol, que 

resulta em menos ROS reagindo com estruturas espermáticas como as 

mitocôndrias e, como consequência, maior geração de energia para o 

movimento (AMARAL et al., 2013; NAJAFI et al., 2019). Uma outra hipótese para 

espermatozoides mais móveis pode ser a influência do anetol nas funções 

espermáticas, como a capacitação, resultando em hiperativação precoce. No 

entanto, em nosso estudo não houve diferença nas análises de capacitação, 

assim como não foram observados padrões de cinética espermática de 

hiperativação (VCL > 250,0 µm/s, VSL ≤ 100,0 µm/s, LIN ≤ 30% e ALH máximo 

≥ 9,0 µm; 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 concentrações estudadas, o AN não promove capacitação precoce no 

espermatozoide ovino criopreservado. 

O presente estudo também mostrou que o uso de AN em maior 

concentração (AN100) pode trazer desvantagens ao sêmen criopreservado, já 

que este grupo apresentou menor proporção de espermatozoides com 

membrana viável quando analisados no teste hiposmótico. Isso indica que a 

adição de altas concentrações de AN ao meio de criopreservação pode resultar 

em espermatozoides com membrana bioquimicamente instável quando 

desafiados em um ambiente com baixa osmolaridade. Foi demostrado 

anteriormente que uma alta concentração de anetol pode afetar a estabilidade 

de biomembranas, resultando em alteração da morfologia das células, perda de 

ATP e morte celular (SHAROPOV et al., 2017). Além disso, concentrações mais 

altas de anetol purificado podem levar ao aumento de patologias da peça 

intermediária e da cauda, resultando em maior número de espermatozoides com 

morfologia anormal (SOUSA et al., 2021). Esse achado, somado com o 

resultado do teste hiposmótico deste presente trabalho, corroboram para a 

afirmação de que o anetol em concentrações mais elevadas possui influência 

negativa na membrana de espermatozoides. No entanto, os mecanismos exatos 

pelos quais o anetol atua na membrana espermática precisam ser melhor 

investigados. Em espermatozoides humanos, foi demonstrado que as 

concentrações de 10 e 100 µM de anetol reduzem o influxo de Ca2+ induzido 

pela progesterona, reduzindo a motilidade total e progressiva, e impedindo a 
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hiperativação e a capacidade de penetração dessas células (LUO et al., 2020). 

Em outras células, o anetol também tem influência no influxo de Ca2+, 

aumentando-o quando em baixas concentrações e reduzindo-o quando em altas 

concentrações (SOARES et al., 2007). Isso pode indicar que o anetol tem 

diferentes ações dependendo da sua concentração, e nas células espermáticas 

isso pode afetar não apenas a motilidade, mas as características das 

membranas e a resistência ao estresse osmótico. 

Ainda sobre o tratamento AN100, observou-se também que este grupo 

apresentou níveis mais elevados de TBARS, quando comparado a AN10. Esses 

níveis mais altos podem ser explicados pelo paradoxo antioxidante. 

Recentemente, o uso de antioxidantes, principalmente em concentrações 

elevadas, está sendo visto por outra perspectiva pelos pesquisadores. Tem sido 

observado que o uso de antioxidantes para neutralizar as ROS pode ter o 

resultado oposto, já que a perda do equilíbrio 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, têm atividade pró-

oxidante em altas concentrações (SADEGHIPOUR et al., 2005; SUCCU et al., 

2014; MORAIS et al., 2019). Outra possível explicação para o aumento da 

peroxidação lipídica em AN100 também pode ser devido ao aumento dos 

parâmetros cinéticos observados nos espermatozoides deste grupo, indicando 

maior atividade e, consequentemente, maior produção de ROS (AMARAL et al., 

2013). No entanto, não se observou diferença na atividade mitocondrial entre 

todos os grupos, fato que desafia esta segunda via de justificativa. 

Com relação ao teste de ligação à membrana perivitelínica, observou-se 

maior proporção de espermatozoides ligados à membrana à medida que se 

aumentou a concentração de AN no meio de criopreservação, sendo essa 

diferença detectada nos grupos AN50 e AN100. Esses resultados, somados à 

melhoria dos parâmetros de cinética, indicam um cenário de que o tratamento 

de espermatozoides com 50 ou 100 µM de AN no meio de criopreservação pode 

ser uma vantagem, pois possibilitaria maior fertilidade do sêmen pós 

descongelamento. Tal hipótese ainda necessita de elucidação. No entanto, 

devido aos resultados desfavoráveis de AN100 nos testes hiposmótico e TBARS, 
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essa concentração aparenta ser prejudicial às células espermáticas ovinas e, 

portanto, deve evitar ser utilizada para este fim. 

Os resultados de maior de velocidade e motilidade progressiva dos 

espermatozoides do grupo AN100 pós descongelamento, em comparação ao 

controle, corroboram aos encontrados em suínos (MALO et al., 2011; MÓNTON 

et al., 2015) e ovinos (NAJAFI et al., 2019). Nesses estudos, os grupos tratados 

com extrato de erva-doce junto ao diluidor de sêmen apresentaram maior 

motilidade espermática após descongelamento, quando comparados ao grupo 

controle. Segundo Leal et al. (2013) a concentração de anetol em extratos de 

erva-doce varia de acordo com o método de extração, sendo de 1,1 a 6,8 mg/g 

de extrato. Nos estudos que utilizaram extratos de erva-doce para 

criopreservação de sêmen (MALO et al., 2011; MÓNTON et al., 2015; NAJAFI 

et al., 2019) não se pode estipular qual a concentração de anetol presente nos 

extratos, uma vez que estes foram obtidos por métodos de infusão da planta. O 

uso de extratos vegetais para criopreservação de sêmen 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 criopreservação de 

sêmen tiveram mais resultados positivos, como mais espermatozoides com 

integridade de membrana e sem diferença no teste hiposmótico (MALO et al., 

2011; MÓNTON et al., 2015; NAJAFI et al., 2019). Como o extrato obtido dessas 

plantas não contém apenas anetol em sua composição, conforme descrito 

anteriormente por Diao et al. (2014), há a hipótese de que os demais compostos 

das plantas podem atuar em sinergismo com o anetol. No entanto, a dificuldade 

em se trabalhar com os extratos é sua limitação na reprodutibilidade, já que há 

diferenças na quantidade de anetol obtida devido às partes da planta e métodos 

de extração 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 criopreservação de sêmen ovino. 

No entanto, parece que é necessária maior investigação para definir se há uma 

concentração mais segura dessa substância, bem como outros efeitos nas 

células espermáticas. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Com este estudo é possível concluir que o uso de AN purificado no meio 

de criopreservação de sêmen ovino pode ser vantajoso, por aumentar a 

motilidade progressiva, reduzir a lipoperoxidação espermática e proporcionar 

maior número de espermatozoides aptos à ligação na membrana. Mais estudos 

se fazem necessários, mas concentrações de 10 e 50 µM de AN no meio diluidor 

parecem ser mais adequadas para criopreservação de sêmen ovino.  

 

6.1 PERSPECTIVAS  

Os próximos estudos com o uso de anetol purificado no meio de 

criopreservação de sêmen ovino deverão analisar o efeito da adição do anetol 

no DNA e em análises de ROS. Também é interessante investigar o efeito deste 

composto em diferentes tempos de incubação e na fertilização in vitro e in vivo 

na espécie ovina, assim como testar outras concentrações. 
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8. APÊNDICES E ANEXOS  
 

8.1 ANEXO I - FOLHA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE 
ÉTICA 
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8.2 ANEXO II – RESUMO APRESENTADO NA SOCIEDADE 
BRASILEIRA DE TECNOLOGIA DE EMBRIÕES (SBTE) 2022 
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