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RESUMO

A criopreservagdo espermatica permite um rapido avango genético em rebanhos comerciais,
especialmente em bovinos, devido a sua utilizagdo em biotecnologias reprodutivas como a
inseminacdo artificial, insemina¢do artificial em tempo fixo ¢ produ¢do in vitro de embrides. No
entanto, o processo de congelacdo e descongelacao do s€émen pode causar danos celulares,
especialmente devido a geragdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
comprometem a viabilidade dos espermatozoides. Avaliou-se nesse estudo a viabilidade in vitro e
in vivo do sémen criopreservado acrescido de um extrato natural (NP) com potencial antioxidante,
apos congelacdo e descongelacdo. A dissertacdo estd organizada no formato de artigo cientifico, o qual
encontra-se descrito no capitulo 01. Com base nos resultados, foi possivel evidenciar que o percentual
de espermatozoides moveis ¢ progressivos foi maior no sémen fresco, com valores de 87,57% ¢
43,77%, respectivamente, ¢ o percentual de espermatozoides estaticos foi menor no grupo controle
fresco, com 12,42%. Os parametros de cinética da velocidade, movimento e trajetoria ndo diferiu entre
os tratamentos apds descongelacdo. Nao se observou diferencas nos valores de defeitos individuais e
totais entre os grupos avaliados, assim como no percentual de espermatozoides integros, semi-lesados
e lesados. Em relag@o a taxa de gestagdo, os resultados parciais descritivos indicaram 70,59%, 77,78%,
50,00% e 70,59% apos a IATF utilizando sémen pertencente aos grupos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
Conclui-se que a adi¢do do extrato natural com capacidade antioxidante no diluente de sémen
submetido a criopreservacdo nao prejudicou a cinética de movimento, a viabilidade espermatica e/ou a

taxa de gestacdo.

Palavras-chave: Espermatozoides; Congelacdo; Peroxidacdo lipidica; Antioxidante.



ABSTRACT

Sperm cryopreservation allows rapid genetic advancement in commercial herds, especially in
cattle, due to its use in reproductive biotechnologies such as artificial insemination, fixed-time
artificial insemination and in vitro embryo production. However, the process of freezing and
thawing semen can cause cellular damage, especially due to the excessive generation of
reactive oxygen species (ROS), which compromise sperm viability. This study evaluated the
in vitro and in vivo viability of cryopreserved semen added with a natural extract (NP) with
antioxidant potential, after freezing and thawing. The dissertation is organized in the format of
a scientific article, which is described in chapter 01. Based on the results, it was possible to
demonstrate that the percentage of motile and progressive spermatozoa was higher in fresh
semen, with values of 87.57% and 43.77%, respectively, and the percentage of static
spermatozoa was lower in the fresh control group, with 12.42%. The kinetic parameters of
speed, movement and trajectory did not differ between treatments after thawing. No
differences were observed in the values of individual and total defects between the groups
evaluated, as well as in the percentage of intact, semi-damaged and damaged spermatozoa.
Regarding the pregnancy rate, the partial descriptive results indicated 70.59%, 77.78%,
50.00% and 70.59% after IATF using semen belonging to groups 1, 2, 3 and 4, respectively. It
is concluded that the addition of the natural extract with antioxidant capacity in the semen
diluent subjected to cryopreservation did not harm the movement kinetics, sperm viability

and/or pregnancy rate.

Keywords: Sperm; Freezing; Lipid peroxidation; Antioxidant.
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1 INTRODUCAO
1.1 CELULA ESPERMATICA

Os espermatozoides sdo produzidos nos testiculos, mais especificamente nos tibulos
seminiferos, por meio da proliferagdo e diferenciagdo de células da linhagem germinativa em
um processo chamado de espermatogénese (CELEGHINI et al., 2008; SILVA et al., 2020). A
célula espermatica ¢ altamente especializada, caracterizando-se por armazenar e transportar o
material genético, sendo composta por cabega, peca intermedidria e flagelo (YOSHIDA, 2000;
SILVA et al., 2013). A cabeca, armazena o material genético e interage com o 00cito no
momento da fertilizagdo, a pega intermediaria € o local onde concentram-se as mitocondrias
responsaveis pela geragdo de energia a célula, e o flagelo, garante a capacidade de
movimentagao espermatica (OLIVEIRA et al., 2014; SILVA, GUERRA, 2012).

A cabega dos espermatozoides tem formato oval e no seu interior encontra-se o nucleo
que comporta o material genético do gameta masculino. A cromatina nuclear ¢ altamente
condensada e ¢ recoberta pelo acrossoma (GONZALEZ, 2002; CELEGHINI et al., 2008;
SILVA et al., 2020), o qual contém enzimas hidroliticas importantes para a penetragdo do
espermatozoide na zona pelicida e posterior fusdo dos pro-nicleos no momento da
fertilizagdo (PALACIN et al., 2020). A membrana plasmética do espermatozoide, além de
recobrir toda a extensdo da célula, desempenha um papel fundamental na capacidade
fertilizante e na manuten¢do do equilibrio osmético (SILVA et al., 2020). E composta por
uma bicamada de fosfolipidios, colesterol, glicolipidios e proteinas associadas (SOUZA et al.,
2018). Os fosfolipidios de membrana participam de varios eventos metabdlicos, como
mudangas quimicas envolvidas na maturagdo e capacitagio espermética (GONZALEZ, 2002).

Os fosfolipidios da membrana dos espermatozoides, quando expostos a diminui¢ao de
temperatura, adotam uma conformag¢do conica, na qual as extremidades hidrofébicas sao
externas e as hidrofilicas internas, sendo chamada de forma hexagonal II e/ou micela invertida
(SILVA et al., 2020). Ao ocorrer a transi¢do dos fosfolipidios da membrana, em que a mesma
passa da fase fluida para a fase cristalina ou em gel, as micelas presentes nos lipidios sao
invertidas. Contudo, essa conformagdo pode se tornar persistente, o que acarreta em perda da
permeabilidade seletiva da membrana com o estabelecimento de canais que viabilizam a
entrada e saida de ions e pequenas moléculas, resultando na desestabilizacdo da membrana
espermatica e consequentemente, danos irreversiveis na viabilidade dos espermatozoides

(LEITE et al., 2011).



12 CRIOPRESERVACAO DO SEMEN

A criopreservacao do sémen ¢ amplamente utilizada para maximizar a eficiéncia
reprodutiva de touros de alto mérito genético, através de sua utilizagdo em programas de
inseminagdo artificial (IA), inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) e na producdo in
vitro de embrides (PIVE), viabilizando a selecdo de reprodutores com caracteristicas
desejaveis para a padronizagao dos rebanhos (LEITE et al., 2011).

Os avangos na criopreservagao do sémen bovino sdo notdrios desde a década de 40,
apos a descoberta da agdo crioprotetora do glicerol, que viabilizou a preservagao do sémen de
diferentes espécies (ACIPRESTE et al.,, 2014). Contudo, sabe-se que mesmo com o0s
melhores protocolos de criopreservagdo, obtém-se, em média, apenas 50% da viabilidade dos
espermatozoides apos congelagdo e descongelacao (SILVA et al., 2011).

As etapas de resfriamento, congelacdo e descongelacdo do sémen desencadeiam
reacdes de estresse oxidativo aos espermatozoides, culminando na reducdao da qualidade
espermatica, mediante produgdo excessiva de espécies reativas ao oxigénio (EROs) ou ainda,
pela diminui¢ao da concentragdo e disponibilidade de antioxidantes (SILVA et al., 2013). As
EROs podem interagir com inimeros compostos e moléculas, desempenhando papel de
doadores ou receptores de elétrons, sendo eles os principais causadores de danos aos
organismos vivos (PINTO et al., 2020).

De maneira semelhante, Branco et al. (2020) relataram que fatores como a
composi¢do do meio diluidor, crioprotetores, taxas de congelagdo e descongelacdo e a
remocao de crioprotetores, afetam a sobrevivéncia dos espermatozoides no processo de
congelagdo. Ainda, salientaram que mesmo nas melhores condi¢des de processamento do
sémen congelado, em torno de metade dos espermatozoides modveis morrem apods a
descongelagdo, e aqueles que sobrevivem podem apresentar alteragdes funcionais e/ou
morfoldgicas, o que compromete a atividade fertilizante dos gametas.

A célula espermatica de mamiferos possuiu grande sensibilidade ao resfriamento
rapido, ou seja, passagem da temperatura ambiente até temperatura proxima ao ponto de
congelagdo da agua. As crioinjurias causadas pela redu¢do da temperatura durante o
resfriamento até 4° ou 5°C, sdo denominadas de choque térmico, que acarreta perda da
viabilidade dos espermatozoides, com rapida reducdo da motilidade ou surgimento de padrao
anormal do movimento espermatico (WATSON, 2000).

Adicionalmente, a redu¢ao da temperatura desencadeia a fase de transi¢ao dos

lipideos de membrana, a qual passa da fase liquida ou fluida para a cristalina ou em gel, o
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que resulta em uma alteracdo na organizacdo da membrana plasmatica, a qual torna-se mais
rigida (HOLT, 2000; WATSON, 2000). Dessa forma, se fosse possivel eliminar a fase de
transi¢do dos lipideos, a membrana dos espermatozoides permaneceria em seu estado fluido e
os danos celulares subsequentes seriam minimizados (LEITE et al., 2011).

Souza et al. (2018) relataram que o colesterol presente na estrutura da membrana
plasmatica dos espermatozoides, exerce papel fundamental na regulacdo das fungdes e, na
manutencdo da fluidez e permeabilidade da membrana, garantindo sua configuracdo no
estado fluido, quando exposta a baixas temperaturas, minimizando assim, os danos
provocados pelo choque térmico durante as etapas de resfriamento, congelacdo e
descongelagao do sémen.

Contudo, deve-se considerar a presenca no plasma seminal das proteinas BSP-Al,
BSP-A2, BSP-A3 e BSP-30kDa, as quais em conjunto sdo denominadas de bovine seminal
proteins (BSP) e constituem um grupo de moléculas que possuem a capacidade de se ligarem
aos fosfolipideos da membrana espermatica, atuando na regulacdo da capacitagdo dos
espermatozoides, por meio da estimulacio do efluxo de colesterol e lipoproteinas da
membrana plasmatica (LEITE et al., 2011). Dessa forma, o plasma seminal no processo de
congelacdo do sémen, expde os espermatozoides as BSP, e estas ao desencadearem o efluxo
de colesterol, tornam a célula espermatica mais susceptivel aos danos gerados na
criopreservacdo (MANJUNATH et al., 2002).

Leite et al. (2011) relataram que tal efeito pode ser minimizado pelas lipoproteinas de
baixa densidade, que sdo encontradas em crioprotetores extracelulares, como por exemplo, a
gema de ovo, o que ¢ justificado ao fato de se ligarem de maneira estavel as BSP impedindo

seus efeitos nocivos sobre a membrana plasmatica.
1.3 ESPECIES REATIVAS AO OXIGENIO (EROS) E ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo ¢ o resultado do desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas ao oxigénio (EROs) e os antioxidantes (SOUZA FILHO et al.,, 2021). Os
espermatozoides, como todas as outras células, quando em condi¢des de anaerobiose irdo
produzir EROs, as quais sdo provenientes do metabolismo celular (SOUZA et al., 2018).

Ademais, os processos de criopreservacdo do sémen intensificam a geracdao das EROs,
desencadeando reduc¢do da motilidade espermatica, perda da integridade de membrana e
reducdo da capacidade fertilizante dos espermatozoides (HU et al., 2010). A técnica de

criopreservacdo consiste em diluicdo, resfriamento, congelacdo, armazenamento e
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descongelagdo, sendo que todos esses passos estdo intimamente relacionados com a estrutura
morfoldgica, funcional e com o metabolismo das membranas (SILVA et al., 2013). Ainda, os
processos de dilui¢do do s€émen culminam na reducdo da concentracdo e disponibilidade de
antioxidantes, resultando em desequilibrio na propor¢do oxidantes/antioxidantes, gerando
consequentemente, quadros de estresse oxidativo (GUERRA et al., 2012).

Em contrapartida, em baixas concentragdes, as EROs atuam na regulacdao de eventos
celulares fisioldgicos, como na capacitacao espermatica e hiperativagdo dos espermatozoides,

na reacao acrossomal e na fusdo com o odcito (SILVA et al., 2020; BOZZI et al., 2023).

Figura 1: Papel fisiologico das EROs e efeitos patologicos do estresse oxidativo na célula
espermatica de bovinos
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As EROs sao moléculas altamente reativas, que apresentam um ou mais elétrons
despareados, e ao serem produzidas em excesso, maximizam a ocorréncia de danos aos
fosfolipidios da membrana plasmatica e ao DNA espermatico (OLLERO et al., 2001). As
EROs mais comumente geradas pelo espermatozoide sdo: o anion superoxido (Oz"), o radical
hidroxila (OH) e o peroxido de hidrogénio (H»O2), sendo a membrana mitocondrial o

principal local de produgao intracelular (MAIA, BICUDO, 2009; SOUZA et al., 2018).
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Os fosfolipideos de membrana dos espermatozoides, durante o estresse oxidativo, sdo
atacados quimicamente pelas EROs, provocando uma reagdo propagadora de auto-oxidagao,
que potencializa a formacao de novos compostos oxidantes (BORGES et al., 2011).
Considerando que a membrana espermatica ¢ rica em acidos graxos poliinsaturados, ela torna-
se altamente sensivel aos efeitos deletérios do estresse oxidativo (COMHAIRE et al., 1999).
Os efeitos nocivos da peroxidagdo lipidica das membranas incluem a diminuicdo da
concentracdo de adenosina trifosfato (ATP), perda de motilidade, comprometimento da
integridade da membrana plasmatica, danos ao DNA, altera¢cdes na morfologia ¢ reducao da
capacidade de fusdo com o o6cito (LEITE et al., 2011).

A fim de reduzir os efeitos prejudiciais das EROs sobre as células espermaticas, estdo
sendo sugeridos métodos alternativos para melhorar a qualidade do sémen apds a
criopreservacdo (SAVI et al., 2015). A adicdo de crioprotetores aos diluentes seminais ¢
fundamental para garantir a viabilidade dos espermatozoides durante os processos de

congelacdo e descongelacao do s€émen (RIBEIRO et al., 2022).

1.4 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo moléculas e/ou substincias que atuam no combate e
neutralizacdo dos efeitos nocivos do estresse oxidativo, sendo capazes de converter as EROs
em agua, bloqueando assim as reacdes de auto-oxidacdo (AGARWAL et al., 2005),
desempenhando importante papel na prote¢ao dos sistemas biologicos (SOUZA et al., 2018).
No processo de criopreservagdo, a adicdo de compostos antioxidantes ao meio diluidor do
sémen, objetiva reduzir as crioinjirias causadas durante a congelagdo e descongelagdo
(SILVA et al., 2013).

O papel de defesa dos antioxidantes, ¢ determinado por trés mecanismos principais, a
prevenc¢do, que bloqueia a producdo de EROs; intercepcdo, que interrompe a reagdo em cadeia
de auto-oxidagdo e, a reparagdo, na qual os danos causados pelo estresse oxidativo sdo
corrigidos e reparados (LOPES et al., 2016). Além disto, o sistema de defesa antioxidante ¢é
dividido em sistema enzimatico e ndo-enzimatico ¢ ambos protegem o organismo contra as
EROs (SOUZA et al., 2018; BRANCO et al., 2020).

Os antioxidantes endogenos presentes nos espermatozoides e no plasma seminal, sdo

compostos por enzimas com agao antioxidante, como a glutationa redutase (GSH), glutationa
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peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), as quais atuam em
linhas de protecdo celular, combatendo a lipoperoxidagdo e apoptose espermatica
(BILODEAU et al., 2000; BRANCO et al., 2020).

Borges et al. (2011) relataram que na espécie bovina, foram observadas no plasma
seminal enzimas como a GSH-Px, SOD e CAT, sendo a catalase encontrada em baixas
concentracoes. Ja nos espermatozoides, encontrou-se principalmente SOD e baixos niveis de
GSH-Px. Nao foi verificado a presenca da catalase na célula espermatica de bovinos,
diferentemente de outras espécies, como em humanos ¢ ovinos (BILODEAU et al., 2000).

Ja os antioxidantes ndo enzimaticos, classificam-se como vitaminas e mineiras, COmo
a vitamina C, vitamina E, selénio e outros, que atuam na remocao das moléculas oxidantes ou
como reparadores das injurias provocadas pelo estresse oxidativo (RIBEIRO et al., 2022).

Diante do exposto, nota-se que a defesa antioxidante primaria dos espermatozoides
contra acdo das EROs, origina-se no citoplasma celular. Contudo, a célula espermatica perde
grande parte do contetido citoplasmatico durante a espermatogénese durante a etapa de
diferenciagdo, resultando em perda significativa do nimero de enzimas antioxidantes, o que
desencadeia a maior sensibilidade dos espermatozoides ao estresse oxidativo (BUCAK et al.,
2007). Esse processo ¢ agravado pela rica constituicdo de acidos graxos poliinsaturados da
membrana plasmatica dos espermatozoides, que sdo naturalmente mais susceptiveis ao quadro
de peroxidagdo lipidica (SOUZA et al., 2018). Tais caracteristicas sdo as responsaveis pela
reducdo da integridade, disfun¢do espermatica e diminui¢do da capacidade fertilizante dos
espermatozoides apds os processos de criopreservagdo do sémen (BUCAK et al., 2007).

Neste contexto, ¢ importante a realizagdo de estudos sobre a adi¢do de compostos
antioxidantes ao meio diluidor do s€men, como forma de estabelecer a concentragdo adequada
destes compostos, a fim de mitigar os efeitos deletérios do estresse oxidativo, sendo capaz de
maximizar a viabilidade espermatica e aprimorar capacidade de fertilizacdo dos
espermatozoides apos congelagdo e descongelagao (BRANCO et al., 2020).

Com base no exposto, o presente estudo avaliou a viabilidade in vitro e in vivo do
s€men criopreservado acrescido de extrato natural (NP) com potencial antioxidante, apos
congelacao e descongelacao. O delineamento experimental e os resultados encontrados, estao

organizados no formato de artigo cientifico, o qual esta descrito no capitulo 01.
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2 CAPITULO 1 - SEMEN BOVINO CONGELADO E DESCONGELADO
ACRESCIDO DE EXTRATO NATURAL: CINETICA DE MOVIMENTO,
VIABILIDADE ESPERMATICA E TAXAS DE GESTACAO APOS IATF

2.1 RESUMO

A inseminacao artificial apresenta vantagens que torna sua utilizacdo benéfica e lucrativa nos rebanhos
bovinos, destacando os avancos na utilizagdo de sémen criopreservado e a preservagdo do material
genético. No entanto, as técnicas de criopreservagao estdo sendo aprimoradas, com o intuito de reduzir
as perdas de espermatozoides viaveis durante todo processo. Os antioxidantes sdo substincias que
combatem e neutralizam os efeitos deletérios causados pelos radicais livres no sémen criopreservado.
O objetivo desse estudo foi avaliar a viabilidade i vitro e in vivo do s€men acrescido de um extrato
natural (NP) com potencial antioxidante, apds congelacdo e descongelacdo. Para tanto, um bovino
reprodutor, da raga Braford, foi submetido a nove coletas de sémen, com intervalo de quinze dias. As
amostras foram submetidas a avaliagdo de pré-congelagdo pelo sistema CASA (IVOS-II®, Hamilton
Thorne) para certificagdo da viabilidade espermatica, e¢ entdo diluidas em Tris-hidroximetil-
aminometano ¢ gema de ovo, acrescidas de NP de acordo com o grupo experimental: Grupo 1:
controle, apenas diluente; Grupo 2: diluente com 0,5% de NP; Grupo 3: diluente mais 0,75% de NP ¢
o Grupo 4: diluente com 1,0% de NP. O sémen de cada grupo foi envasado em palhetas de 0,25mL e
submetido ao método de congelacdo convencional. Duas semanas ap6s a congelago, duas palhetas de
cada grupo experimental foram descongeladas (37°C, por 30 segundos) e avaliadas quanto a
viabilidade e cinética espermatica (CASA; IVOS-IIR®, Hamilton Thorne). Ademais, avaliou-se
parametros referentes a morfologia espermatica, por esfregago corado, e a integridade de membrana
plasmatica dos espermatozoides utilizando a associa¢do de sondas fluorescentes de iodeto de propideo
e diacetato de pB-carboxifluoresceina. O s€émen congelado, foi utilizado para a inseminacao artificial de
68 fémeas bovinas, previamente submetidas a protocolo de sincronizagdo hormonal para a IATF. O
percentual de espermatozoides mdveis e progressivos foi maior no grupo controle fresco, com valores
de 87,57% e 43,77%, respectivamente. De maneira semelhante, o percentual de espermatozoides
estaticos foi menor no sémen fresco (12,42%). Os parametros de velocidade da cinética espermatica,
no grupo controle fresco diferiu dos demais grupos analisados, tendo valores de VAP, VCL e VSL
superiores. Os valores de BCF ndo diferiram entre os grupos experimentais avaliados. Nao houve
diferenga entre os valores de defeitos individuais e totais nos grupos experimentais avaliados nesse
estudo, bem como no percentual de espermatozoides integros, semi-lesados e lesados. Em relagdo a
taxa de gestacdo, os resultados indicaram 70,59% (12/17), 77,78% (14/18), 50,00% (08/16) e 70,59%
(12/17) nos Grupos 1 (Controle), 2, 3 e 4, respectivamente. Concluiu-se que a adicdo do extrato
natural com capacidade antioxidante no diluente de sémen submetido a criopreservagdo nao

prejudicou a cinética de movimento, a viabilidade espermatica e/ou a taxa de gestacao.
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Palavras-chave: Criopreservagdo; Estresse oxidativo; Membrana plasmatica; Eficiéncia reprodutiva.

2.2 INTRODUCAO

A utiliza¢do em grande escala de biotecnologias da reproducdo viabilizou a obtencao
de animais geneticamente superiores, bem como a padronizagdo dos rebanhos e maximizagao
da eficiéncia produtiva e reprodutiva dos plantéis (BOZZI et al.,, 2023). De maneira
semelhante, a comercializacdo de sémen bovino criopreservado vem crescendo nos ultimos
anos, uma vez que, as técnicas de congelagdo espermatica permitem o rapido avango genético
dos rebanhos comerciais, mediante sua incorporagdo em programas de inseminagao artificial
(IA), inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) e produgdo in vitro de embrides (LEITE et
al., 2011; RIBEIRO et al., 2022).

Ademais, a criopreservacdo do sémen apresenta inimeras vantagens, dentre elas o
armazenamento do material genético por longos periodos, diminuicdo dos custos com
aquisicdo e transporte de reprodutores, rdpida perpetuacdo de caracteristicas genéticas
desejaveis e reducao da propagacdo de doengas venéreas transmissiveis entre os rebanhos
bovinos (BORGES et al., 2020). E sabido que estudos tém sido desenvolvidos, sobre a
sincronizagdo hormonal do ciclo estral de fémeas bovinas, buscando otimizar as taxas de
gestacdo, mediante implantacdo de programas de IATF. Contudo, ¢ valido ressaltar que a
qualidade do sémen utilizado em biotecnologias da reproducdo assistida, ¢ essencial para a
obtencio de melhores taxas de gestagio (DUARTE JUNIOR et al., 2015).

As taxas de gestacdo podem ser afetadas pela utilizagdo de sémen congelado, o que ¢
atribuido aos danos desencadeados pelos protocolos as células espermaticas, resultando em
nimero consideravel de espermatozoides que ndo resistem aos processos da criopreservacao
(RIBEIRO et al., 2022). Partindo do exposto, sabe-se que existem diferencas na viabilidade
entre o sémen fresco e criopreservado, uma vez que, a utilizagdo de sémen fresco confere
maiores taxas de gestagdo, enquanto o sémen congelado oferece maior flexibilidade quanto ao
seu uso. Contudo, apds a descongelacdo sdo perceptiveis alteragdes na viabilidade
espermatica, em decorréncia do intenso estresse térmico, quimico, mecanico € osmotico
(BARCELOS, SAVI, 2022).

A criopreservacdo espermatica conta com as etapas de resfriamento, congelagdo e
descongelagdo, as quais sdo capazes de desencadear diferentes graus de injurias celulares,

que podem resultar em redu¢do da motilidade e integridade da membrana espermatica,
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levando a um decréscimo significativo da viabilidade e capacidade fertilizante dos
espermatozoides (SOUZA et al., 2019; VARELA-GIRALDO et al., 2022).

O processo de criopreservagdo induz a geragdo continua e excessiva de espécies
reativas ao oxigénio (EROs), substancias formadas a partir da reacdo de redugdo das
moléculas de oxigénio, que sdo prejudiciais aos espermatozoides e contribuem para a
ocorréncia de danos celulares, provocando alteracdes de motilidade, danos ao DNA e as
membranas espermaticas (STRADAIOLI et al., 2007; BORGES et al., 2020). Ademais, os
danos oxidativos sdo causados pela produgdo excessiva de EROs, especialmente o anion
superdxido (0O2), o radical hidroxila (OH) e o perdxido de hidrogénio (H20z), os quais
induzem mecanismos de peroxidacao lipidica, resultando em alteragdes estruturais e na
permeabilidade das membranas celulares, o que acarreta em modificagcdes da fungdo, e
consequentemente, disfuncdo espermatica, redu¢do da motilidade e fertilidade dos
espermatozoides (DUARTE JUNIOR et al., 2015).

E de conhecimento que os espermatozoides sdo susceptiveis a danos causados por
EROs em virtude da maior concentragdo de acidos graxos poli-insaturados em sua membrana
plasmatica (BOZZI et al., 2023). Além disso, possuem quantidades insuficientes de enzimas
citoplasmaticas com funcdo antioxidante para neutralizar o excesso das espécies reativas ao
oxigénio, o que aumenta a predisposicdo a danos celulares, os quais podem culminar em
morte celular (AITKEN, BAKER, 2004).

Dessa forma, a fim de minimizar a ac¢do deletéria das EROs sobre as células
espermaticas, tém-se sugerido métodos alternativos para potencializar a qualidade do sémen
apos a criopreservacao (SAVI et al., 2015). A adigdo de crioprotetores aos diluentes seminais,
possui grande relevancia na sobrevivéncia dos espermatozoides no processo de congelagdo e
descongelacdo do sémen (RIBEIRO et al., 2022). Neste contexto, estudos em torno da
utilizagao de compostos antioxidantes nos meios diluidores sao de grande relevancia para
elucidar a melhor concentragdo a ser adicionada ao sémen, a fim de controlar os efeitos do
estresse oxidativo e melhorar os pardmetros espermaticos pos-descongelagdo de motilidade e
capacidade fertilizante (BRANCO et al., 2020).

Os antioxidantes sdo substancias como vitaminais, minerais, aminoacidos, acidos
graxos € outros compostos vegetais, que possuem papel no combate e/ou de neutralizagio
dos efeitos nocivos causados pelas EROs no sémen criopreservado, por serem capazes de
proteger a membrana plasmatica dos espermatozoides, garantindo sua viabilidade e atividade
metabolica, bloqueando a peroxidacao lipidica, que promove danos irreversiveis a célula

espermatica (SILVA et al., 2013).
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Estudos tem demonstrado um efeito promissor na melhoria da preservagado
espermatica com adigdo de extratos naturais de plantas no diluente seminal de varias espécies
animais, os quais sdao abundantes em compostos fendlicos, tocoferdis e flavonoides, que
podem fornecer equilibrio osmético e crioprotecdo aos espermatozoides (ZHONG, ZHOU,
2013). Leite et al. (2011), ao analisarem os danos causados pelo estresse oxidativo no sémen
de touros de corte, observaram alta correlagdo negativa entre a peroxidacdo lipidica das
membranas ¢ a redu¢do da motilidade e viabilidade espermatica, demonstrando que o
declinio de tais parametros ¢ maior conforme a peroxidagdo torna-se mais intensa. Além do
mais, observaram correlagdo positiva na preservacdo da qualidade espermética quando se
aumenta a concentragdo de enzimas antioxidantes no sémen, como a superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), Glutationa peroxidase (GSH) e Glutationa reduzida (GR), as quais
possuem acdo na reducdo da suscetibilidade espermatica sob as condi¢des de criopreservagao
(BRANCO et al., 2020).

A Carya illinoensis, conhecida como nogueira que produz fruto a noz peca, apresenta
elevado teor de acidos graxos monoinsaturados em suas nozes e casca, com grande potencial
antioxidante, o que ¢ atribuido a sua alta concentragdo de compostos fendlicos e taninos
condensados (AMARAL et al., 2019). A utilizacdo do extrato aquoso da casca de noz peca
como antioxidante ¢ abordada por Benvegnu et al. (2010), em estudos com ratos submetidos
ao tratamento com quimioterdpicos, no qual, a noz peca mostrou-se eficaz na reducdo dos
efeitos deletérios dos ROS provocados no tratamento de cancer. Ainda, os autores relatam,
que o principal constituinte do extrato aquoso da Carya illinoensis, € o &cido galico (GA),
correspondente a 1,8 gramas para cada 100 gramas do extrato. De acordo com Gungor et al.
(2021), o acido galico (acido 3,4,5-tri-hidroxibenzoico) encontra-se em algumas plantas com
acidos organicos, como na sementes de uvas, alfarrobas, morangos, nozes e entre outros
compostos. Caracteriza-se por apresentar propriedades antioxidantes, antifingicas e antivirais
(BAKI et al., 2024).

Adicionalmente, o0 GA ¢ utilizado como componente primario em diversos compostos
medicinais (GHADIMI et al., 2024). A presenca de ésteres em sua constituicdo € o que
confere seu papel de reducdo dos danos celulares provocados pelo estresse oxidativo
(ALHAZMI et al., 2024).

Sendo assim, a avaliagdo da adi¢do de antioxidantes no sémen porta-se como uma
ferramenta de relevancia, uma vez que, eles atuam fortemente no bloqueio das espécies
reativas ao oxigénio, otimizando a qualidade do sémen criopreservado e consequentemente

as taxas de gestagdo de rebanhos bovinos.
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Diante disso, objetivou-se com este estudo avaliar a viabilidade in vitro e in vivo do
sémen criopreservado acrescido de extrato natural (NP) com potencial antioxidante, apos

congelacado e descongelacao.
2.3 MATERIAL E METODOS
2.3.1 Local e animais

O estudo foi realizado no Laboratorio de Reproducdo Animal - LABRA, da
Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria Universitaria (SUHVU), Universidade
Federal da Fronteira Sul, Campus Realeza, Parana, apos aprovagao pela Comissio de Etica no

Uso de Animais — CEUA, sob protocolo n°437302124.

Para tanto, um bovino reprodutor da raga Braford, higido e em idade reprodutiva, com
escore de condi¢ao corporal (ECC) 3-4, seguindo a escala de 1-5, proposta por Meneghetti e
Vasconcelos (2008), foi submetido a nove coletas de sémen, apds avaliagdo andrologica

(CBRA, 2013).
2.3.2 Coleta e Processamento do sémen

Para as coletas de sémen, o reprodutor foi contido em tronco, a fim de garantir as boas
praticas de manejo, seguranga do animal e manipuladores.

Foram realizadas nove coletas de sémen, com intervalo de quinze dias, mediante
eletroejaculador (DUBOI®). Apos a contenc¢do do animal, realizou-se a higienizagio da regifo
prepucial, tricotomia, lavagem do prepucio e regido adjacente com solu¢do de Cloreto de
Sédio (0,9%) e secagem com papel toalha. Na sequéncia, foi realizada a limpeza do reto do
animal, com a remocao do excesso de fezes e posicionamento do probe do eletroejaculador,
com os eletrodos direcionados para a mucosa ventral do reto.

Em seguida, procedeu-se a liberacdo das correntes elétricas, geradas de forma pulsante,
estimulando os centros nervosos da ejaculagdo (CBRA, 2013). O sémen foi depositado em
tubos plasticos graduados do tipo Falcon de 15mL e avaliado no sistema computadorizado de
andlise espermatica - CASA (IVOS-IIR®, Hamilton Thorne), para avaliacdo da viabilidade
espermatica.

Posteriormente, o sémen foi diluido em diluidor TRIS-gema de ovo, preparado de
acordo com Crespilho et al. (2006), com a seguinte formulagdo: Tris (Tris hidroximetil-

aminometano): 2,42 gramas; acido citrico: 1,34 gramas; Glicerol: 06mL; Glicose: 1,0 gramas
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e gema de ovo: 10mL. Para tanto, utilizou-se uma balanca de precisdo para a pesagem dos
componentes que foram dissolvidos em 100mL de agua ultrapura (Milli-Q®).

Apos certificagdo da viabilidade espermatica, o sémen diluido foi acrescido de um
extrato natural com potencial antioxidante (NP), de acordo com o grupo experimental, como
se segue:

- Grupo 1: Controle, sémen diluido;

- Grupo 2: Sémen diluido, acrescido de 0,5% de extrato natural — NP

- Grupo 3: Sémen diluido, acrescido de 0,75% de extrato natural — NP

- Grupo 4: Sémen diluido, acrescido de 1% de extrato natural — NP
2.3.3 Preparacio do extrato natural (NP)

As cascas do composto natural (NP) foram cedidas pela empresa Divinut, localizada
no municipio de Cachoeira do Sul, no estado do Rio Grande do Sul. Para obten¢ao do extrato
aquoso do NP, as cascas foram lavadas em agua corrente e, posteriormente submetidas a
secagem em estufa a 36°C, por 24 horas. Quando secas, elas foram trituradas em almofariz de
porcelana e pistilo, e na sequéncia, mediante balanca de precisdo, pesadas 50 gramas das
cascas do NP.

O extrato foi obtido no Laboratorio de Quimica da Universidade Federal da Fronteira
Sul — campus Realeza, usando o extrator Soxhlet, utilizando como solvente 250 mL de agua
destilada. Haja vista que, o ciclo de extragdo do extrato aquoso (NP) se deu por completo apos

quatro horas do inicio da extragdo, seguindo a metodologia proposta por Amaral et al. (2019).
2.3.4 Avaliacdo da propriedade antioxidantes do NP

Realizou-se avaliacdo das propriedades antioxidantes NP utilizando o método DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), consoante ao estudo de Brand-Willian et al. (1995). Inicialmente,
procedeu-se com o preparo do radical, adicionando 0,1mm-0,03943g do reativo DPPH
dissolvido em 10mL de metanol 80%. Em seguida, realizou-se a adi¢do de 2,9mL do radical
preparado, em tubo de ensaio com 0,ImL do NP.

As amostras do radical acrescidas de NP foram mantidas em repouso e apos 30
minutos foi realizada a leitura de absorbéncia inicial e absorbancia final apds 24 horas,
mediante espectrofotometro a 515nm. O calculo de porcentagem de inibicdo do NP sobre o

radical, foi realizado utilizando-se a seguinte férmula:
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F
% inibicdo do radical = x 100

Onde: “Ao” refere-se a absorbancia inicial e “Af” se refere a absorbancia final. Apos

esta etapa o NP passou a ser adicionado ao s€émen bovino fresco diluido e resfriado.
2.3.5 Compatibilidade e toxicidade do NP

A avaliacdo da compatibilidade e¢ da toxicidade do NP no sémen bovino, foi
investigada por Cavalheiro et al. (2023), em estudo preliminar, com base na avaliagdo de
parametros referentes a cinética, velocidade, trajetéria e morfologia espermatica, apos
diluicdo do sémen fresco e adi¢do da concentragdo méxima (1,0% do NP), no sémen bovino

resfriado.
2.3.6 Criopreservacao do sémen

O sémen diluido, em cada grupo experimental, foi envasado manualmente em palhetas
de 0,25mL, identificadas previamente de acordo com o grupo experimental e nimero de
coleta, contendo em média 10x10° espermatozoides vidveis por dose. As palhetas foram
vedadas com 4lcool polivinilico e submetidas ao método de congelacdo convencional. Foram
envasadas 20 palhetas por grupo experimental, totalizando 80 palhetas por coleta, totalizando
720 palhetas no experimento.

Apbs o envase, todas as palhetas foram resfriadas por quatro horas, em caixas
isotérmicas (Botuflex®), com o intuito de atingir temperatura de 4°C, com taxa de
resfriamento de menos 0,14°C/minuto. Apds as quatro horas de resfriamento, as caixas
isotérmicas foram abertas, e as palhetas submetidas ao pré-congelacao em vapor de nitrogénio
por 12 minutos, mantidas horizontalmente a uma distancia de trés a quatro centimetros da
lamina de nitrogénio e, em entdo submersas em nitrogénio liquido a -196°C (SALISBURY, et

al., 1978), e armazenadas em botijdo criogénico.
2.3.7 Estudo in vitro:
2.3.7.1 Avaliag¢do da cinética espermatica:

Duas semanas apds congelagdo, duas palhetas de cada grupo experimental foram

descongeladas em banho-maria (37°C, por 30 segundos), homogeneizadas em tubos
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eppendorf e avaliadas pelo sistema CASA (IVOS-IIR®, Hamilton Thorne), considerando os
parametros referentes a cinética, trajetoria e velocidade espermatica, como: motilidade (%),
motilidade progressiva (%), células estaticas (%), células lentas (%), distancia do percurso
médio (DAP - pum/seg), velocidade de percurso média (VAP - um), velocidade curvilinea
(VCL - um/seg), velocidade em linha reta (VSL - pum/seg) distancia curvilinear (DCL -
pm/seg), distancia em linha reta (DSL - pm/seg), linearidade (LIN - pum/seg), indice de
oscilacdo da célula (WOB %), amplitude lateral da cabeca (ALH - um/seg), retiddo (STR -
um/seg) e frequéncia de batimento flagelar (BCF - Hz).

2.3.7.2 Morfologia espermadtica:

Foram avaliados parametros referentes a morfologia espermatica, utilizando a
coloragao Vermelho Congo (CBRA, 2013). Para preparacdo do corante, utilizou-se 100mL de
solucao aquosa saturada de vermelho congo e 100mL de solucdo aquosa a 0,5% de violeta
genciana. Apos preparo do corante realizou-se esfregaco delgado de sémen de cada grupo
experimental, em lamina pré-aquecida.

Na sequéncia, a lamina foi imersa em solu¢do de vermelho congo por um minuto e
lavada suavemente em agua corrente, seca ao ar, submersa em solugdo violeta genciana por
30 segundos, lavada suavemente em agua corrente e seca ao ar (CBRA, 2013).

Para cada grupo experimental foram preparadas duas laminas e avaliadas 200 células
espermaticas. A contagem e avaliagdo dos espermatozoides foi realizada por trés avaliadores,
com auxilio de microscopio Optico (Olympus® CX23), em aumento de 1000x. Para as
alteragdes espermadticas, considerou-se a classificacdo de Barth e Oko (1989), que as divide
em defeitos maiores, menores e totais, sendo agrupadas de acordo com a sua localizagdo em

defeitos de acrossoma, cabeca, peca intermediaria e cauda.
2.3.7.3 Integridade de membrana plasmatica:

Para avaliacdo da integridade de membrana plasmatica dos espermatozoides, apos
congelacdo e descongelacdo do sémen nos diferentes grupos experimentais, utilizou-se a
associagdo das sondas fluorescentes de lodeto de Propideo - PI (P4170, 25mg, Sigma-
Aldrich®, Brasil Ltda) e Diacetato de B-carboxifluoresceina - CFDA (C5041, 25mg, Sigma-
Aldrich®, Brasil Ltda). Para o preparo e dilui¢do das sondas, foram utilizados os protocolos

descritos no Quadro 1.
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Quadro 1: Descrigao dos protocolos para preparo das solugdes das sondas fluorescentes de
1odeto de propideo e diacetato de B-carboxifluoresceina.

SOLUCOES PROTOCOLOS

Solucdo de estoque - PI | Diluir 25mg de iodeto de propideo em 50 mL de solugdo salina (0,9% NaCl).

corante vermelho
( v ) Congelar a -20°C, mantendo no escuro

Solugdo de estoque - Diluir 25mg de diacetato de B-carboxifluoresceina em 54,34 mL de Dimetilsulféxido

CFDA (corante verde) (DMSO0). Congelar a -20°C, mantendo no escuro

Solucao de trabalho Foram descongeladas em banho maria seco as solugdes de diacetato de [-
carboxifluoresceina e iodeto de propideo (37°C, por 10 minutos). Posteriormente, em
tubo eppendorf foram adicionados: 1,0 mL de solucdo de Citrato de Sodio (2,96%);
130uL de iodeto de propideo; 30uL de diacetato de B-carboxifluoresceina e, 20ul de

solu¢do formol salino

Fonte: Harrison & Sally (1990).

Ap6s o preparo de cada protocolo, adicionou-se 45uL da solugao de trabalho a 20 pL
do sémen criopreservado previamente diluido em Citrato de Sddio (diluicdo 2:1). Na
sequéncia, realizou-se uma prepara¢do imida entre 1amina e laminula e 200 espermatozoides
foram imediatamente avaliados e classificados quanto ao padrio de coloragdo, em
microscopio de epifluorescéncia invertido (Nikon® Eclipse Ts2), com aumento de 1000x, em
filtro de excitagdo 400-570 nm e emissao de 460-610 nm.

Para a avaliagdo da integridade de membrana espermatica, considerou-se a
classificagdo de Garner et al. (1986), em que espermatozoides com a membrana plasmatica
integra foram corados de verde, aqueles com a membrana lesada de vermelho e,

espermatozoides com membrana semi-lesada foram corados com ambas as coloragdes.
2.3.8 Estudo in vivo

O sémen congelado foi utilizado para IATF de 68 fémeas bovinas, plberes, da raga
Nelore, higidas, mantidas a pasto, adgua ad [ibitum, com idade entre trés e 10 anos,
previamente submetidas a protocolo de sincronizacdo hormonal, em propriedades, localizadas

no municipio de Realeza, Parana.

A escolha das doses dos diferentes grupos experimentais no momento da inseminacgao
artificial foi ao acaso. Concomitantemente, realizou-se a avaliagdo do escore da condigdo
corporal das vacas, seguindo a escala proposta por Meneghetti ¢ Vasconcelos (2008). Para a

IATF, foi utilizado protocolo de sincronizagdo hormonal de quatro manejos, como se segue:
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- DO - dia zero: inser¢do do implante intravaginal de Progesterona (1g) (Sincrogest®) +
administra¢io de 2mg Benzoato de Estradiol (Sincrodiol®) por via
intramuscular (IM);

- D8 - dia oito: remogdo do implante de Progesterona + administracdio de 0,5mg
Prostaglandina (Sincronize®) + 300 UI de Gonadotrofina Coriénica Equina
(Novormon®), por via intramuscular (IM);

- D9 - dia nove: administracao de 0,0lmg de Hormdnio Liberador de Gonadotrofina (Gestran
Plus®), por via intramuscular (IM), e

- D10 - dia dez: IA realizada por profissional treinado e qualificado.

Aos 45 dias apos a IATF foi realizado o diagnostico de gestacdo, mediante
ultrassonografia, sendo considerada gestacdo a presenca de vesicula embriondria, embrido

e/ou batimento cardiaco fetal.
2.3.9 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo procedimento proc GLM,

sendo o modelo matematico adotado:
Yijk = p + Tj + €ijk

em que: Yij representa as variaveis dependentes; p a média geral das observagdes; Ti efeito
do tratamento utilizado; e €ij o erro residual aleatdrio. Os parametros foram submetidos ao
Teste F, e quando observadas diferencas entre os tratamentos avaliados as médias foram
comparadas pelo Teste Tukey, com p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas através
do pacote estatistico Statistical Analysis System, versao 9.2 (SAS, 2009). A taxa de gestagao

foi calculada e apresentada de forma descritiva.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os parametros de motilidade do s€émen bovino fresco e apods
congelagdo/descongelagdo. Observa-se que o percentual de espermatozoides moveis e
progressivos foi maior no grupo fresco, com valores de 87,57% e 43,77%, respectivamente,
quando comparado ao grupo controle descongelado, e aos grupos acrescidos do extrato
natural (NP) em diferentes concentracdes. Celeghini et al. (2008) relataram achados
semelhantes, com maior motilidade total e progressiva superior no sémen fresco, ressaltando
que a criopreservagao altera a motilidade da célula espermatica.

Diferentemente, Gungor et al. (2019), ao avaliarem o efeito da adicao do acido galico
no diluente seminal de carneiros, evidenciaram maior motilidade total no grupo suplementado
com 2mM de GA, quando comparado ao grupo controle (p<0,05). O que também foi relatado
pelos autores em estudo realizado com sémen criopreservado de touros, que ao adicionarem
50pug/mL e 100pg/mL de acido galico no sémen diluido, observaram maior motilidade

progressiva em relagdo ao grupo controle (p<0,05) (GUNGOR et al., 2021).

Tabela 1: Motilidade do sémen bovino fresco e apds descongelacdo, utilizando-se um extrato
natural (NP) em diferentes concentragdes no meio diluidor.

Espermatozoides

Grupos experimentais
Mboéveis (%) Progressivos (%) Estaticos (%) Lentos (%)

Fresco 87,57 43,778 12,42 0,48
Controle descongelado 34,260 17,98b 65,732 0,932
NP 0,5% descongelado 33,80° 21,05% 66,202 0,852
NP 0,75% descongelado 33,020 20,11 66,972 0,772
NP 1,0% descongelado 28,60° 16,94° 71,40? 0,702

®Valores seguidos por letras diferentes, na mesma coluna, diferem (p<0,05).

De maneira semelhante, o percentual de espermatozoides estaticos foi menor no s€émen
fresco (12,42%), em relagdo aos demais grupos experimentais. Gupta et al. (2022) ao
avaliarem o potencial antioxidante e crioprotetor da Curcumina no sémen bovino
criopreservado, evidenciaram uma redu¢ao do nimero de espermatozoides moveis, bem como
diminui¢do dos parametros de velocidade e trajetoria da cinética espermatica, a medida que
aumentavam a concentragdes do composto natural acrescido ao diluidor seminal. Evidéncias
semelhantes as de Gupta e colaboradores foram encontradas nesse estudo.

Apesar dos protocolos de criopreservagao do s€émen bovino serem bem estabelecidos,

viabilizado sua aplicagdo comercial em programas de reprodugdo assistida, os mesmos
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desencadeiam uma redugdo significativa no numero de espermatozoides viaveis
(CELEGHINI et al., 2008), resultando em disfun¢ao da célula espermatica com perdas de
aproximadamente 50% da motilidade e 60% da integridade de membrana dos
espermatozoides (WATSON, 2000; MARQUI et al., 2023). Assim, a utilizacdo de compostos
antioxidantes adicionados ao meio diluidor do sémen bovino, tem por objetivo neutralizar os
efeitos deletérios das EROs geradas durante a criopreservacao espermatica (SAPANDIOU et
al., 2022).

Alam et al. (2024), ao avaliarem o efeito do extrato de Cinnamomum zeylanicum,
como antioxidante no sémen criopreservado de bufalos, evidenciaram melhora nos pardmetros
de motilidade progressiva, percentual de espermatozoides vivos e HOS-positivos, além da
diminui¢do da porcentagem de anormalidades no sémen apds congelacdo e descongelagdao. No
entanto, nesse estudo, em condi¢des semelhantes, a adicdo de NP ao meio diluidor ndo afetou
os parametros citados.

Ja Assuncdo et al. (2021), observaram aumento na motilidade progressiva dos
espermatozoides (p<0,01), ao realizarem a suplementacdo com 0,05 mM de resveratrol,
quando comparado ao grupo ndo suplementado e ao grupo suplementado de 1,0 mM de
resveratrol. Dessa forma, os autores discorreram que o efeito da adigdo do resveratrol nos
parametros da cinética espermatica ¢ dose-dependente. Ademais, salientaram a importancia da
avaliacdo da motilidade total e progressiva, imediatamente apos a descongelacdo do sémen
como forma de predizer a fertilidade dos espermatozoides bovinos. Ao se considerar as
observagdes de Assungdo et al. (2021), o aumento da dose de NP utilizada também nao afetou
a motilidade progressiva dos espematozoéides congelados/descongelados (Tabela 1).

Nos parametros de velocidade da cinética espermatica, os espermatozoides do grupo
fresco diferiram dos demais grupos analisados, tendo valores de VAP, VCL e VSL superiores
(Tabela 2), concordando com os achados de Celeghini et al. (2008) e Correa et al. (2024).

O que corrobora com Gungor et al. (2021), que ao avaliarem a adi¢do de diferentes
concentracdes de acido géalico no sémen bovino congelado e descongelado, evidenciaram
maior valor de VAP no grupo suplementado com 200pug/mL de GA, em contrapartida, os
autores relataram menores valores de VSL e VCL no grupo controle, quando comparados aos
grupos suplementados (p<0,05). J4& Mehdipour et al. (2022), ao pesquisarem os cfeitos da
rosiglitazona no sémen de carneiros apds congelacdo e descongelacdo, sob a cinética e
viabilidade espermatica, observaram que a rosiglitazona na concentragdo de 60uM foi capaz

de aumentar os valores de VAP, VCL e VSL (p<0,05).
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Mortimer et al. (2000) relataram que os indicadores de velocidade (VAP, VCL e VSL)
definem quantitativamente a velocidade do movimento espermatico. Nota-se assim, com base
nos resultados desse estudo, que o processo de congelacdo e descongelacdo provocaram
reducdo da velocidade do movimento espermatico, uma vez que, possivelmente, os
espermatozoides apresentaram grande sensibilidade ao resfriamento rapido, sendo
susceptiveis a crioinjurias provocadas pela reducdo da temperatura nos protocolos de
criopreservacao, o que acarretou em perda da viabilidade, com redu¢do da motilidade e/ou
surgimento de padrdo anormal do movimento espermatico, como descrito por Watson (2000).
Além disso, a alta sensibilidade espermadtica ao estresse oxidativo apds os processos de
congelacdo e descongelacao intensifica o declinio da viabilidade e da capacidade fertilizantes

dos espermatozoides (CORREA et al., 2024).

Tabela 2: Cinética da velocidade espermatica no sémen bovino a fresco e apds descongelacao,
utilizando-se um extrato natural (NP) em diferentes concentragdes no meio diluidor.

Parametros de velocidade espermatica avaliados

Grupos experimentais

VAP VCL VSL
Fresco 136,420 266,10 101,38
Controle descongelado 78,830 137,29° 65,37°
NP 0,5% descongelado 87,17° 155,11° 74,890
NP 0,75% descongelado 86,48 161,77° 73,08
NP 1,0% descongelado 90,15 164,78° 72,16°

aValores seguidos por letras diferentes, na mesma coluna, diferem (p<0,05).
Legenda: VAP: Velocidade de Percurso Médio (um/seg); VCL: Velocidade Curvilinea (um/seg) e VSL:
Velocidade em Linha Reta (um/seg).

Sharafi et al. (2022) propuseram classificar os indicadores de velocidade dos
espermatozoides em imoveis, aqueles com VCL<40 pm/seg), lentos com VCL entre 40 e 80
pm/s), médios com VCL entre 80 e 150 pum/s) e rapidos com VCL >150 pum/s). Ao se
considerar esses indicadores, observou-se que os espermatozoides do grupo controle, apos
descongelagdo, foram considerados espermatozoides com velocidade média, com valor de
VCL numericamente inferior (137,29 um/s) aos demais espermatozoides dos grupos
suplementados com o NP, que apresentaram valores superiores a 150 pm/s, sendo
considerados rapidos (Tabela 1).

Dessa forma, observou-se que espermatozoides apds a congelacdo e descongelacdo
com diferentes concentragdes do extrato natural apresentaram valor de VCL superior a
150um/s, caracterizando-se pela presenga de células rapidas (SHARAFI et al., 2022).

Mesmo sem diferenga estatistica entre os grupos experimentais, observou-se que ao

adicionar o NP no sémen bovino, apds congelacdo e descongelacdo, houve um aumento nos
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valores de VAP, VCL e VSL, em relacio ao grupo controle descongelado (Tabela 2),
sugerindo potencial promissor do composto, e encorajando estudos mais aprofundados.

Adicionalmente, Robayo et al. (2008) correlacionaram na avaliagdo do sémen, os
parametros de VCL, VSL e VAP com a capacidade dos espermatozoides em migrarem pelo
muco cervical de fémeas bovinas e caprinas. A capacidade de migracdo espermatica pelo
muco cervical, e posterior chegada a tuba uterina, pode ser afetada pelos padrdes do
movimento espermatico, como foi observado por Cox et al. (2006) em estudo realizado com
cabras. Haja vista que, o potencial de migragdo espermatica pelo trato reprodutivo da fémea
se correlaciona ao perfil hidrodinamico conferido pela flexdo e batimento flagelar, como
também pela resisténcia exercida pelas secre¢oes do limen do trato genital (SUAREZ,
PACEY, 2006; COX et al., 2006). Assim, os valores de VAP, VCL e VSL (Tabela 1)
relatados nesse estudo, especialmente, quando da adicdo de NP, poderia se correlacionar a
parametros de fertilidade como relatado por Robayo et al. (2008).

Para a certifica¢ao da viabilidade espermatica é necessario avaliar tanto os parametros
de velocidade, como aqueles ligados a qualidade do movimento espermadtico, que sao
responsaveis por promoverem a propulsdo e trajetoria dos espermatozoides no trato
reprodutivo da fémea até a tuba uterina (COX et al., 2006). Dentre eles, destaca-se os
parametros de STR, WOB, LIN, BCF e ALH, que se apresentam como 0s mais importantes
para predizer a capacidade fertilizante dos espermatozoides (MORTIMER et al., 2000). A

Tabela 3 mostra os valores da trajetdria espermatica nos diferentes grupos experimentais.

Tabela 3: Cinética da trajetoria espermatica no sémen bovino a fresco e apds descongelagao,
utilizando-se um extrato natural (NP) em diferentes concentragdes no meio diluidor.

Parametros de trajetoria espermatica avaliados
STR WOB LIN BCF ALH DSL DCL DAP
Fresco 81,04 51,30° 40,54* 30,52* 11,66 30,99* 87,83* 46,412
Controle descongelado 88,722  57,24*  48,84* 33,06 7,33> 18,65° 40,20> 22,81°
NP 0,5% descongelado ~ 90,27® 56,14 49,04* 33.61* 6,98° 20,04> 43,58* 24,09°
NP 0,75% descongelado  89,45* 54,96 47,53 3197 7.40° 1821> 41,80> 22,69°
NP 1,0% descongelado 88,722 53,932 46,932 31,012 7,62 18,16® 42,01> 22,59°
3V alores seguidos por letras diferentes, na mesma coluna, diferem (p<0,05).
Legenda: STR: Retidao; WOB: Indice de Oscilagao da Célula; LIN: Linearidade; BCF: Frequéncia

de Batimento Flagelar; ALH: Amplitude do Deslocamento Lateral da Cabega; DSL: Distancia em
Linha Reta; DCL: Distancia Curvilinea ¢ DAP: Distancia do Percurso Médio.

Grupos experimentais

Observa-se que os valores de STR, ALH, DSL, DCL e DAP do grupo fresco diferiram
em relacdo aos demais grupos experimentais estudados (p<0,05). Em contrapartida, neste

estudo, as diferentes concentracdes do NP adicionado ao sémen bovino, ndo apresentaram
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diferencas entre os parametros citados (p>0,05). Mehdipour et al. (2022) também nao
encontraram diferenca ao utilizarem diferentes concentragdes de rosiglitazona no sémen de
ovinos, nos parametros ALH, STR e LIN.

O que corrobora com o encontrado por Cavalheiro et al. (2023), que ao avaliarem a
acdo do NP adicionado ao s€émen bovino diluido e refrigerado por diferentes periodos, ndo
evidenciaram diferencas nos parametros de ALH, BCF, DCL, LIN, STR e WOB, ao comparar
o grupo controle e o grupo acrescido de 1,0% de NP.

Ainda, ¢ possivel observar diferenga entre o indice de oscilagdo da célula (WOB) ¢ a
linearidade (LIN), entre os grupos fresco e controle descongelado, uma vez que tanto WOB
como LIN foram menores no grupo fresco (p<0,05). Os valores de BCF nao diferiram entre
os grupos experimentais avaliados neste estudo (p>0,05). Mehdipor et al. (2022), relataram
valores de BCF de 25,6 Hz, no sémen de carneiros suplementados com 60 pM de
rosiglitazona, sendo inferior aos valores encontrados nesse estudo.

Ghadimi et al. (2024), ao avaliarem o efeito do acido galico fornecido na dieta de
galos idosos, sob a viabilidade espermatica, observaram aumento nos parametros de
motilidade, motilidade progressiva, VCL, VAP, LIN, ALH e BCF, nos grupos tratados com
200mg/Kg de GA. Contudo, os autores discorrem que a suplementacio ndo afetou parametros
de STR e VSL.

A avaliagdo espermatica ap0Os criopreservacao porta-se como uma medida importante
para predizer a capacidade fertilizante dos espermatozoides, tendo em vista o declinio da
viabilidade dos gametas, frente ao estresse térmico e osmotico provocado pelos processos de
congelagdo e descongelagio (GUIMARAES et al., 2018). Dessa forma, uma série de analises
laboratoriais sdo empregadas na rotina da criopreservacdo do sémen bovino, contudo, a
correlagdo entre os parametros espermaticos € a taxa de fertilidade in vivo ainda sdo variaveis
(SOUZA et al., 2020).

A avaliacdo da morfologia espermatica possibilita a identificagdo de touros com baixo
potencial de fertilidade, uma vez que defeitos na morfologia dos espermatozoides relacionam-
se com quadros de sub e/ou infertilidade de reprodutores bovinos (MAZIERO et al., 2009).
Ademais, durante o processo de criopreservacao, os danos causados a membrana celular pela
desestabiliza¢do da bicamada lipidica, desencadeiam alteragdes na estrutura morfoldgica dos
espermatozoides, sendo de suma importancia a andlise e quantificacio das patologias
espermaticas apos criopreservacao do sémen (SANTOS et al., 2018).

Phillips et al. (2004), ao realizarem estudos sobre os indices de fertilidade no s€émen

bovino descongelado, observaram que a morfologia espermatica pods descongelacdo,
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apresentou correlagdo significativa com a taxa de concepgao apds programas de inseminagao
artificial.

A Tabela 4 apresenta a porcentagem de defeitos espermaticos do sémen bovino
acrescido de diferentes concentragdes de NP, apds congelagdo e descongelagdo. Observou-se
que ndo houve diferenca na porcentagem de defeitos individuais e totais nos grupos
experimentais avaliados nesse estudo (p>0,05).

Vale et al. (2024, p.382) relataram que para o sémen bovino percentuais acima de 30%
de defeitos totais, correlaciona-se diretamente com a fertilidade do animal, sendo necessaria a
exclusdo do reprodutor dos programas de reproducdo. Ainda, os autores complementaram que
alteragdes na morfologia da cabecga superior a 12%, gota citoplasmatica superior a 3% e
defeitos de cauda acima de 10% ja sdo sugestivos de comprometimento da fertilidade do
macho. Tanto nas descricdes de Vale et al. (2024), quanto nas preconizadas pelo CBRA
(2013), as caracteristicas do sémen utilizado nesse estudo, tem correlacdo preditiva para a

fertilidade.

Tabela 4: Morfologia espermatica no sémen bovino apos descongelagao, utilizando-se um
extrato natural (NP) em diferentes concentracdes no meio diluidor.

Morfologia espermatica

Grupos experimentais Defeitos Maiores (%) Defeitos Menores (%)

Acrossoma Cabeca Cauda PI  GCP TER TOTAL Cabeca Cauda PI GCD TOTAL

Controle descongelado 0,66 2,03 1,92 0,88 022 001 2 500 851 1,72 0,14 1537
NP 0.5% descongelado 0,32 2,15 144 075 0,15 0,03 484 428 973 128 019 1548
NP 0,75% descongelado 037 2,16 1,83 1,06 022 0,02 %0 427 820 129 0220 1398
NP 10% descongelado 0,29 2,14 2,62 0,70 0,18 001 > 429 703 1,5 0,09 1294

Legenda: PI: Peca Intermediaria; GCP: Gota Citoplasmatica Proximal; TER: Teratologicos e GCD:
Gota Citoplasmatica Distal.

Nota-se neste estudo, ao avaliar o percentual de defeitos de acrossoma, houve uma
reducdo numérica na ocorréncia dessas alteracdes, a medida que se aumentou a concentracao
de NP quando comparada ao grupo controle descongelado (Tabela 4). E coerente sugerir que
o extrato natural possa ter exercido seu efeito antioxidante sob a morfologia espermatica, com
reducdo das EROs e, consequentemente, menor lesdo a membrana acrossomal, resultando em
menor percentual de defeitos de acrossoma apds descongelagdo. Roy e Atreja (2008),
discorreram que experimentalmente as EROs, como o anion superoxido (O2") e o peroxido de
hidrogénio (H20>), sdo potenciais indutores da capacitacdo espermatica no sémen de bovinos

¢ bubalinos, sendo a adi¢do de antioxidantes uma forma de minimizar os efeitos desses
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radicais, reduzindo as alteragdes de acrossoma e otimizando a ocorréncia da capacitagdo dos
espermatozoides no momento adequado.

Ja Castro (2022) evidenciou reducao no numero de defeitos de acrossoma e da
capacitacdo espermadtica apds descongelagdo, ao adicionar Vitamina C e pentoxifilina no
sémen de bufalos.

A Figura 2 apresenta algumas alteracdes encontradas na morfologia dos

espermatozoides avaliados.

Figura 2: Defeitos na morfologia espermatica no s€émen bovino ap6s descongelacao.
Coloragao de vermelho congo, aumento de 1000X.

Legenda: A: espermatozoide com peca intermedidria rugosa; B: espermatozoide com cauda enrolada; C:
espermatozoide com cauda dobrada; D: espermatozoide com cabega subdesenvolvida; E: espermatozoide com
gota citoplasmatica proximal; F: espermatozoide com inser¢do da cauda retroabaxial. Fonte: acervo pessoal
(2024).

Ao avaliar a estrutura morfologica dos espermatozoides, sabe-se que a membrana
plasmatica € responsavel pela manutencao do equilibrio osmético da célula, agindo como uma
barreira entre o meio intra e extracelular, exercendo papel fundamental na viabilidade dos
espermatozoides (CELEGHINI et al., 2008). Durante a criopreservagdo do s€émen bovino, a
membrana plasmatica € a estrutura mais susceptivel as crioinjurias (VARELA et al., 2020), o
que acarreta distirbios no metabolismo espermatico e, consequentemente na redugdo da

capacitacdo, reacdo acrossomica e no potencial fertilizante dos espermatozoides (ROTA et al.,
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2010), que muitas vezes poderiam ndo ser visualizados e/ou quantificados na morfologia

espermatica (Figura 2 e Tabela 4).

Khalil et al. (2018) relataram que os parametros de avaliagdo da viabilidade
espermatica apoOs congelacdo e descongelagdo, em centrais de inseminacgdo artificial,
geralmente limitam-se a andlises de motilidade e morfologia dos espermatozoides. Sendo a
avaliacao da motilidade, tanto por métodos subjetivos como por analises computadorizadas, o
principal pardmetro para determinar a qualidade e prever a fertilidade espermdtica em
humanos e animais (BROEKHUIJSE et al., 2012). No entanto, a motilidade apresenta um
elevado grau de variabilidade (KHALIL et al., 2018), como no estudo de Broekhuijse et al.
(2012), que relataram variagdes na motilidade espermatica de 60 a 90%, e apresentaram baixa
correlagdo com as taxas de gestacdo em suinos. Em bovinos e ovinos, variagdes em torno de
20% no nimero de espermatozoides mdveis apos descongelagdo, correlacionou-se com baixos
indices de fertilidade (KHALIL et al., 2018).

Diante disso, além da avaliacdo da cinética do movimento espermatico e da
morfologia, a utilizacio de testes de avaliagdo da integridade de membrana dos
espermatozoides apresenta-se como uma ferramenta relevante nos testes de viabilidade
espermatica apds protocolos de criopreservacao do sémen (CELEGHINI et al., 2008). A
utilizagdo de meétodos de coloragdo por meio de sondas fluorescentes ou fluorocromos,
permite uma analise mais criteriosa da integridade estrutural dos espermatozoides (SILVA,
MARTINS, 2016).

Celeghini et al. (2008) relataram que as sondas fluorescentes estdo sendo empregadas
de maneira isolada ou em combina¢do para determinar a viabilidade e a integridade celular,
uma vez que se ligam a pontos especificos das células, proporcionado por meio de técnicas de
epifluorescéncia a avaliacdo da integridade estrutural de membranas, acrossoma e DNA dos
espermatozoides (OLIVEIRA et al., 2014).

A Tabela 5 apresenta os resultados da avaliagdo de integridade de membrana dos
espermatozoides apos congelacdo e descongelagdo. Nao se evidenciou diferenca entre o
percentual de espermatozoides integros, semi lesados e lesados entre grupos experimentais

inseridos nesse estudo (p>0,05).
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Tabela 5: Integridade da membrana de espermatozoides no s€émen bovino apos

descongelagdo, utilizando-se um extrato natural (NP) em diferentes concentracdes no meio

diluidor.

Integridade de membrana plasmatica (%)

Grupos experimentais

Semi lesados Lesados integros
Controle descongelado 24,05 1,44 74,50
NP 0,5% descongelado 24,11 3,61 72,27
NP 0,75% descongelado 28,05 3,55 67,88
NP 1,0% descongelado 21,11 1,55 77,33

Souza et al. (2017), ao adicionarem uma combina¢do de antioxidantes (melatonina,
vitamina C e Trolox) no sémen criopreservado de carneiros, observaram neutralizacdo dos
efeitos das EROs e da peroxidacao lipidica sobre a integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides apds congelacao e descongelagao. Os autores discorreram que a associagao
dos compostos antioxidantes resultou em maior resisténcia aos danos oxidativos e crioinjurias
durante as variagdes de temperatura, proporcionando a manutencdo da fluidez da membrana
plasmatica, garantindo sua integridade durante o processo de criopreservagao.

Corroborando com os achados de Oliveira et al. (2024), que ao avaliarem a interacao
da adi¢do conjunta entre Trolox e vitamina C no sémen de touros, observaram melhora nos
pardmetros de motilidade (38,08%) e na viabilidade espermatica (49,41%) no sémen
descongelado, submetido a TRT e ao HOST, sendo os valores superiores em comparacao ao
grupo controle e aos grupos em que os antioxidantes foram adicionados separadamente
(p<0,05).

De maneira semelhante, Cerolini et al. (2000) ao adicionarem a-tocoferol ao sémen de
varrdes, observaram redu¢do da lipoperoxidagdo da membrana plasmatica dos
espermatozoides, permitindo maior protecdo contra os efeitos deletérios da criopreservagao
sobre a integridade da membrana espermatica. Da mesma forma, Tvrda et al. (2016),
evidenciaram que a adi¢do de curcumina ao diluidor seminal de bovinos, exibe efeitos de
protecdo da integridade estrutural e funcional dos espermatozoides, potencializando os
sistemas de defesas antioxidantes do sémen.

Oliveira et al. (2014) relataram que a qualidade do sémen esta intimamente ligada com
a fertilidade dos espermatozoides. Dessa forma, a avaliacdo da integridade estrutural e
funcional da membrana plasmatica e do acrossoma das células espermaticas apresenta-se
como uma técnica eficaz para predizer as taxas de fertilidade in vitro e in vivo. O que vai de

encontro com as descobertas de Januskauskas et al. (2000), que relataram que células com
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membrana plasmatica lesada sdo negativamente correlacionadas com os indices de fertilidade
(r=-0,39), corroborando com os resultados encontrados por Oliveira et al. (2014).

Neste estudo, a avaliagdo da integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides,
considerou a classificacdo proposta por Garner et al. (1986), por meio da associagdo das
sondas fluorescentes de iodeto de propideo e diacetato de f-carboxifluoresceina, uma vez que
os espermatozoides integros foram corados de verde, aqueles com a membrana lesada de
vermelho e ja espermatozoides com membrana semi-lesada apresentaram-se com ambas as

coloragdes, como mostra a Figura 3.

Figura 3: Avaliacao da integridade de membrana de espermatozoides no s€émen bovino apés
descongelagdo. Associagdo das sondas fluorescentes de iodeto de propideo e diacetato de 3-
carboxifluoresceina em microscopio invertido de epifluorescéncia em aumento de 1000x.

Legenda: seta branca: espermatozoides com membrana semi-lesada (lesdo presente na cabega e flagelo intacto);
seta preta: espermatozoides com membrana semi-lesada (lesdo na cabega, com membrana de acrossomo e
flagelo intactas). Fonte: acervo pessoal (2024).

A utilizagao do PI para avaliagdo da integridade de membrana dos espermatozoides no
s€men criopreservado de touros foi proposta por Alm et al. (2001). Tendo em vista, que o PI
tem afinidade pelo DNA da célula, corando em vermelho o nucleo dos espermatozoides com a
membrana plasmatica lesionada (CELEGHINI et al., 2008). Em associacdo com o PI utiliza-
se 0 CFDA como um contra-corante, o qual ¢ hidrolisado por esterases, produzindo diacetato
de carboxifluoresceina livre, que ¢ retido no interior das células com a membrana plasmatica
integra, resultando em fluorescéncia na colora¢do verde amarelada (BERGSTEIN, WEISS,

BICUDO, 2014).
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A taxa de gestagdo de fémeas bovinas submetidas a protocolo de IATF com sémen
congelado e descongelado acrescido de diferentes concentracdes do extrato natural, ainda €
inconclusivo. O que ¢ justificado pelo fato de que o estudo in vitro e a criopreservagao do
s€men foram concluidos no final da estagdo de monta, sendo disponivel um niimero reduzido
de fémeas inseminadas para IATF com o sémen experimental.

Apesar de parciais, observou-se um indicativo de que a utilizacdo do extrato natural
acrescido ao diluidor do sé€men bovino, ndao afetou a capacidade fertilizante dos
espermatozoides. Ainda, sugere-se que o NP adicionado na concentracdo de 0,5% tem uma
perspectiva otimista em aumentar a taxa de gestacdo das fémeas, como pode ser observado na

Tabela 6.

Tabela 6: Taxa de gestacao apos IATF com sémen bovino utilizando-se um extrato natural
(NP) em diferentes concentragdes no meio diluidor.

Diagnéstico de gestagio”
Positivo Negativo
Controle descongelado  70,59% (12/17)  29,41% (5/17)
NP 0,5% descongelado  77,78% (14/18)  22,22% (4/18)
NP 0,75% descongelado ~ 50,00% (8/16)  50,00% (8/16)
NP 1,0% descongelado  70,59% (12/17) 29,41% (5/17)

*Dados descritivos

Grupos experimentais

As biotecnologias da reproducdo utilizadas em programas de melhoramento genético
de bovinos, como a IATF, viabilizam a dispersdo de caracteristicas desejaveis nos plantéis,
permitindo a obtengdo de animais geneticamente superiores ¢ a padroniza¢do dos rebanhos
(ABUD et al., 2014). No entanto, sabe-se que a taxa de gestacdo, utilizando sémen
criopreservado, depende da capacidade dos espermatozoides em se manterem vidveis apos
descongelagdo, e passarem por uma completa modificagdo morfoldgica, bioquimica e
biofisica, com potencial de capacitacdo e reagdo acrossomal quando em contato com a zona
pelucida do oocito (SIQUEIRA et al., 2007; SANTOS et al., 2018).

Duarte Junior et al. (2015) observaram que a adicdo de 10mmol/mL de tocoferol ao
meio diluidor do sémen bovino criopreservado, nao influenciou na taxa de gesta¢dao das
fémeas apods protocolo de IATF (p>0,05), quando comparado ao grupo controle, sem adi¢do
do aditivo. Corroborando com os achados de Borges et al. (2011), que ndo evidenciou
diferenca na taxa de gestagao (58% vs 58,7%) utilizando 0,2mmol/mL de Trolox no extensor

de sémen em comparagao ao grupo controle.
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Embora os estudos citados, ndo tenham demonstrado incrementos nas taxas de
gestacdo, sabe-se que os antioxidantes apresentam inGimeras vantagens na melhoria da
qualidade espermatica, principalmente conferindo protecdo aos danos causados pela
lipoperoxidagao lipidica das membranas (SOUZA et al., 2018; BOZZI et al., 2023). Ademais,
faltam informagdes na literatura em torno da utilizagdo de antioxidantes ndo enzimaticos em
testes in vivo em bovinos, mediante utilizacio de protocolos de IATF (DUARTE JUNIOR et
al., 2015).
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2.5 CONCLUSAO

Nas condigdes desse estudo, conclui-se que a adigdo do composto natural (NP) com
potencial antioxidante, nas concentragdes utilizadas, ndo comprometeu a cinética do
movimento e trajetdria espermatica, a morfologia, a integridade de membrana e/ou na taxa de

gestacdo das fémeas submetidas a IATF com sémen congelado e descongelado.



37

REFERENCIAS

ABUD, C. O. G. et al. Comparagao entre os sistemas automatizado ¢ convencional de
criopreservacao de sémen bovino. Ciéncia Animal Brasileira, v.15, n.1, p. 32-37, 2014.

ACIPRESTE, A. C. et al. Avaliagdo da eficacia de crioprotetores permeantes € nao
permeantes no descongelamento rapido e lento do sémen canino. Ciéncia Animal Brasileira,
v.15,n.1, p. 107-114, 2014.

AGARWAL, A. et al.Prevention of Oxidative Stress Injury to Sperm. Journal of Andrology,
v. 26, n. 6, 2005.

AITKEN, R. J.; BAKER, M. A. Oxidative stress and male reproductive biology.
Reproduction, Fertility and Development, v. 16, p. 581-588, 2004.

ALAM, K. et al. Cryopreservation of bovine semen using extract of Cinnamomum zeylanicum.
Cryo Letters, v. 45, n.3, p.168-176, 2024.

ALM, K. et al. A novel automated fluorometric assay to evaluate sperm viability and fertility
in dairy bulls. Theriogenology, v. 56, n.4, p. 677-684, 2001.

ALHAZMI, A.L et al. Protective effects of gallic acid against nickelinduced kidney injury:
impact of antioxidants and transcription factor on the incidence of nephrotoxicity. Renal
Failure, v.46, n. 01, p.1-14, 2024.

AMARAL, A. A. D. et al. Antioxidant Evaluation of Extracts of Pecan NutShell (Carya
illinoensis) in Soybean Biodiesel B100. Global Challenges, v. 3, n. 11, p. 1900001, 2019.

ASSUNCAO, C. M. et al. Effects of resveratrol in bull semen extender on post-thaw sperm
quality and capacity for fertilization and embryo development. Animal Reproduction
Science, v. 226, p. 1-9, 2021.

BAKI, K.B. et al. Curcumin and gallic acid have a synergistic protective effect against
ovarian surface epithelium and follicle reserve damage caused by autologous intraperitoneal
ovary transplantation in rats. Pathology, v. 258, p. 1-11, 2024.

BARCELOS, R. D. O.; SAVI, P. C. F. Uso de s€men resfriado e congelado em programas de
inseminagao artificial em tempo fixo em bovinos. Revista Ibero-Americana de
Humanidades, Ciéncias e Educacio, v. 8, n. 10, p. 4217-4229, 2022.

BARTH, A.D., OKO, R.J. Defects of the sperm head. In: Barth, A.D., Oko, R.J. Abnormal
morphology of bovine spermatozoa. lowa State University press/Ames, 1a ed, USA, p. 130-
192, 1989.

BENVEGNU, D. M. et al., Protective Effects of a By-Product of the Pecan Nut Industry
(Carya illinoensis) on the Toxicity Induced by Cyclophosphamide in Rats Carya illinoensis
Protects Against Cyclophosphamidelnduced Toxicity. Journal of Environmental Pathology,
Toxicology, and Oncology, v. 29, n.3, p.185-197, 2010.



38

BERGSTEIN, T.G.; WEISS, R.R.; BICUDO, S.D. Técnicas de analise de sémen. Rev. Bras.
Reprod. Anim., v.38, n.4, p.189-194, 2014.

BILODEAU, J.F. et al. Levels of antioxidant defenses are decreased in bovine spermatozoa
after a cycle of freezing and thawing. Molecular Reproduction and Development, v. 55, n.
3, p- 282, 2000.

BORGES, J.C. et al. Membrana plasmatica de espermatozoides bovinos: efeito de metabolitos
do oxigénio, antioxidantes e criopreservacao. Rev. Bras. Reprod. Anim., v.35, n.3, p.303-
314,2011.

BORGES, M. et al. Cinética e integridade de espermatozoides caprinos criopreservados
utilizando Red Cushion® como estratégia de protecdo espermatica durante a centrifugacio do
s€men. Revista Brasileira de Reproduciao Animal, v.44, n.1, p.32-38, 2020.

BOZZI, A. D. R. et al. Adi¢ao de sucos de laranja, abacaxi e beterraba em diluidor para
criopreservacao de sémen de carneiros. Ciéncia Animal Brasileira, v. 24, 2023.

BRANCO, Y. N. T. C. C. et al. O uso do eugenol na criopreservacdo do sémen bovino/the use
of eugenol in the cryopreservation of bovine s€émen. Brazilian Journal of Development, v. 6,
n. 11, p. 86336-86355, 2020.

BROEKHUIJSE, M. L. W. J. et al. The value of microscopic semen motility assessment at
collection for a commercial artificial insemination center, a retrospective study on factors
explaining variation in pig fertility. Theriogenology, v. 77, p. 1466 —1479, 2012.

BUCAK, M. N. et al. The influence of trehalose, taurine, cysteamine and hyaluronan on ram
semen: Microscopic and oxidative stress parameters after freeze—thawing
process.Theriogenology, v. 67, n. 5, p. 1060-1067, 2007.

CASTRO, C. S. et al. Aplicag@o de antioxidantes naturais na reprodu¢ao animal. Ciénc.
Anim. Bras., v. 23, p. 1-9, 2022.

CBRA. Manual para Exame Andrologico e Avaliacdo de Sémen Animal. 2* ed. Colégio
Brasileiro de Reprodu¢do Animal, Belo Horizonte, MG. 45p, 2013.

CAVALHEIRO, D. T. B. et al. Sémen bovino diluido e resfriado com diferentes
concentragdes de um composto natural. Research, Society and Development, v. 12, n. 5,
2023.

CELEGHINI, E. C. C. et al. Effects that bovine sperm cryopreservation using two different
extenders has on sperm membranes and chromatin. Animal Reproduction Science, v. 104, p.
119-131, 2008.

CEROLINE, S. et al. Viability, susceptibility to peroxidation and fatty acid composition of
boar semen during liquid storage. Animal Reproduction Science, v. 58, p. 99-111, 2000.

COMHAIRE, F.H. et al. Mechanisms and effects of male genital tract infection on sperm
quality and fertilizing potential: the andrologist's viewpoint. Hum Reprod Update, v. 5, n.5,
p-393-398, 1999.



39

CORREA, F. et al. Quality and redox state of bovine sperm cryopreserved with resveratrol
use of resveratrol in bovine semen. Reprod Dom Anim, v.59, p. 1-8, 2024.

COX, J.F. et al. Computer-assisted analysis of sperm motion in goats and its relationship
with sperm migration in cervical mucus. Theriogenology, v. 66, p. 860-867, 2006.

CRESPILHO, A. M. et al. Eficiéncia comparativa entre dois diluidores para a congelagao de
s€men bovino sobre os padrdes de motilidade e integridade de membrana plasmatica. Ars
Veterinaria, v. 22, n.3, p. 229-235, 2006.

DUARTE JUNIOR, M.F. et al. Avalia¢io do tocoferol no congelamento do s€émen bovino e
nas taxas de prenhez apos inseminacao artificial em tempo fixo. Revista Brasileira Ciéncias
Veterinarias, v. 22, n. 2, p. 114-118, 2015.

GARNER, D. L. et al. Assessment of spermatozoal function using dual fluorescent staining
and flow cytometric analyses. Biol Reprod, v. 34, n.1, p.127-38, 1986.

GONZALEZ F. H. D. Introducdo a endocrinologia veterindria. Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, UFRGS Copyright: 2002.

GUERRA, P. M. M. et al. Uso de antioxidantes no sémen ovino. Ciéncia Animal, p. 1-11,
2012.

GUIMARAES, D. B. et al. Qualidade espermatica durante a curva de resfriamento do sémen
suino diluido em agua de coco em p6 visando sua criopreservacao. Ciénc. anim. bras.,
Goiania, v.19, p. 1-16, 2018.

GUNGOR, S. et al. Gallic and carnosic acids improve quality of frozen-thawed ram
Spermatozoa. Andrologia, v. 51, p. 1-6, 2019.

GUNGOR, S. et al. The Effect of Gallic Acid Addition to Tris-Based Extender on Frozen
Bull Semen. Kafkas Univ Vet Fak Derg, v. 27, n.5, p. 633-639, 2021.

GUPTA, S. et al. Curcumin in a tris-based semen extender improves cryosurvival of Hariana
bull spermatozoa. Andrologia, v. 54, p. 1-15, 2022.

HARRISON, R. A. P.; SALLY, E. V. Use of fluorescent probes to assess membrane integrity
in mammalian spermatozoa. J. Reprod. Fertil, v. 88, n.1, p. 343-352, 1990.

HOLT, W. V. Basic aspects of frozen storage of semen Animal Reproduction Science.
Animal Reproduction Science, v. 62, p. 3-22, 2000.

HU, J. H. et al. Effects of trehalose supplementation on semen quality and oxidative stress
variables in frozen-thawed bovine semen. J. Anim. Sci, v. 88, p.1657-1662, 2010.

JANUSKAUSKAS, A. et al. Assessment of sperm quality through fluorometry and sperm
chromatin structure assay in relation to field fertility of frozen thawed semen from sewdish ai
bulls. Theriogenology, v. 55, p. 947-961, 2000.



40

KHALIL, W. A. et al. Evaluation of bull spermatozoa during and after cryopreservation:
Structural and ultrastructural insights. International Journal of Veterinary Science and
Medicine, v. 6, p. 49-56, 2018.

LEITE, A. P. et al. Criopreserva¢dao do Sémen Bovino. UNOPAR Cient Ciénc Biol Satde, v.
13, n. 4, p. 279-86, 2011.

LOPES, J. T. et al. Presenca de antioxidantes no s€émen de teledsteos e sua utilizagao na
suplementacdo de meios de congelacdao seminal. Rev. Bras. Reprod. Anim., v. 40, n.1, p.29-
34, 2016.

MAIA, M.S.; BICUDO, S.D. Radicais livres, antioxidantes e fun¢do espermatica em
mamiferos: uma revisdo. Rev. Bras. Reprod. Anim., v.33, n.4, p.183-193, 2009.

MANJUNATH, P. et al. Major Proteins of Bovine Seminal Plasma Bind to the Low-Density
Lipoprotein Fraction of Hen’s Egg Yolk. Biology of Reproduction, v. 67, p. 1250—1258,
2002.

MARQUIL F. N. et al. lodixanol supplementation in freezing extender improves the
antioxidant capacity of semen. Reprod Dom Anim, v. 58, p.1551-1558, 2023.

MAZIERO, R. R. D. et al. Analise de sémen bovino e sua relacdo com a fertilidade. Revista
Brasileira Reproducido Animal, n.6, p.5-10, 2009.

MEHDIPOUR, M. et al. Protective efect of rosiglitazone on microscopic and oxidative stress
parameters of ram sperm after freeze- thawing. Sci Rep, v.17-12, n.1, p. 139-149.

MENEGHETTI, M.; VASCONCELQOS, J. L. M. M¢és de pari¢do, condi¢ao corporal ¢
resposta ao protocolo de inseminagao artificial em tempo fixo em vacas de corte primiparas.
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 60, n. 4, p.786-793, 2008.

MORTIMER, S. T. et al. The future of computer-aided sperm analysis. Journal of
Andrology, v. 17, p. 545-553, 2015.

OLIVEIRA, B. M. et al. Fertility and uterine hemodynamic in cows after artificial
insemination with semen assessed by fluorescent probes. Theriogenology, v. 82, p. 767-772,
2014.

OLIVEIRA, W. et al. In vitro viability of bovine semen cryopreserved with addition of
vitamin ¢ and trolox to the extender medium. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 45, n. 5, p.
1349-1366, 2024.

OLLERO, M. et al. Characterization of subsets of human spermatozoa at different stages of
maturation: implications in the diagnosis and treatment of male infertility. Hum Reprod, v.
16,n.9, p.1912-1921, 2001.

PALACIN, L. et al. Relationship of sperm plasma membrane and acrosomal integrities with
sperm morphometry in Bos taurus. Asian J Androl, v. 22, n.6, p.578-582, 2020.



41

PHILLIPS, N. J. et al. Measures used to assess frozen thawed semen in Australian livestock
semen processing centres. Australian Veterinary Journal, v. 82, n.5, p. 309-310, 2004.

PINTO, S.C.C. et al. Does supplementation of vitamin C, reduced glutathione or their
association in semen extender reduce oxidative stress in bovine frozen semen? Arq. Bras.
Med. Vet. Zootec., v.72,n.1, p.9-17, 2020.

RIBEIRO, V. H. A. et al. Avalia¢ao da qualidade do s€émen bovino criopreservado com
diluidores de origem animal e vegetal. Brazilian Journal of Development, v. 8, n. 10, p.
66182-66190, 2022.

ROBAYO, I.; MONTENEGRO, V.; VALDES C.; COX, J.E. CASA Assessment of
Kinematic Parameters of Ram Spermatozoa and their Relationship to Migration Efficiency in
Ruminant Cervical Mucus. Reproduction in Domestic Animals, v. 43, p. 393-399, 2008.

ROTA, A. et al. Evaluation of Plasma Membrane Integrity of Donkey Spermatozoa. Reprod.
Dom. Anim, v. 45, p. 228-232, 2010.

ROY, S.C.; ATREJA, S. K. Effect of reactive oxygen species on capacitation and associated
protein tyrosine phosphorylation in buffalo (Bubalus bubalis) spermatozoa. Animal
Reproduction Science, v.107, p. 6884, 2008.

SALISBURY G.W., VANDEM A.R.K. N.L, LODGE J.R, editores. Fisiologia da reprodug¢do
e inseminag¢do artificial de bovinos. 2* ed. WH Freeman and Co.; Sao Francisco: 1978.

SANTOS, J. F. D. et al. Qualidade do sémen bovino criopreservado. Revista Espacios, v. 39,
n. 14, p. 18-33, 2018.

SAPANIDOU, V. et al. The addition of crocin in the freezing medium extender improves
post-thaw semen quality. Reprod Dom Anim, v. 57, p. 269-276, 2022.

SAVI, P. A. P. et al. Uso de antioxidantes em meios diluidores para sémen ovino: revisdo de
literatura /Use of antioxidants in semen extenders for sheep: literature review. Ars
Veterinaria, v. 31, n. 1, p. 12-018, 2015.

SHARAFI, M. ET AL. Hydroxytyrosol and resveratrol improves kinetic and flow cytometric
parameters of cryopreserved bull semen with low cryotolerance. Animal Reproduction
Science, v. 245, p.1-10, 2022.

SAS, Statistical Analysis System, Software - SAS Brasil, 2009.

SILVA, A. M. D. F.; MARTINS, C.F. Morfofisiologia Espermatica, Aspectos da
Criopreservagdo de Sémen Bovino e Importancia da Avaliagdo Laboratorial. In: Atlas de
Morfologia Espermdtica Bovina. Carlos Frederico Martins, Margot Alves Nunes Dode,
Antonio Emidio Dias Feliciano Silva, editores técnicos. Brasilia, DF, Embrapa, 2016.

SILVA, C. N. et al. Acdo de antioxidantes na manutencao da viabilidade espermatica de
s€men bovino criopreservado. Centro Cientifico Conhecer, v. 9, n. 17, p. 1-17, 2013.

SILVA, N. C. et al. Avaliacao de dois diluentes e diferentes técnicas de criopreservagdo de
s€men bovino. PUBVET, v. 5, n. 19, p.1-34, 2011.



42

SILVA, E.C.B.; GUERRA, M.M.P. Aspectos fundamentais da morfofisiologia e
criopreservacao espermatica em pequenos ruminantes. Rev. Bras. Reprod. Anim., v.36, n.3,
p.181-187, 2012.

SILVA, N. C. et al. Efeito da adig¢ao de diferentes antioxidantes em diluentes de
criopreservacao sobre a qualidade do sémen e a producdo in vitro de embrides bovinos.
Research, Society and Development, v. 9, n. 8, p. 1-23, 2020.

SIQUEIRA, J. B. et al. Relacao da taxa de gestagdo com sémen bovino congelado e testes de
avaliagdo espermatica in vitro. Revista Brasileira de Zootecnia, v.36, n.2, p.387-395, 2007.

SOUZA FILHO, M. A. C. et al. Efeito da adi¢do do acido palmitico e da vitamina E ao
diluidor Tris-gema na criopreservacao de s€men canino. Acta Scientiae Veterinariae, v. 49,
n.1839, p. 1-8, 2021.

SOUZA, J. A. T. et al. Novos enfoques na avaliacdo androldgica de bovinos e sua
contribui¢do no melhoramento genético do rebanho. Ciéncia Animal, v.30, n.4, p.44-56,
2020.

SOUZA, S. E. et al. Adi¢do de vitamina e ao meio de criopreservagdo de sémen de bovinos
pantaneiros. Investigagao, v. 18, n. 1, p. 21774080, 2019.

SOUZA, W. L. et al. Adicao de antioxidantes ao s€émen de carneiros e seus efeitos apos a
descongelacdo. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.37, n.5, p. 471-478, 2017.

SOUZA, W. L. et al. Antioxidantes e crioprotetores na criopreservagdo do sémen de ovinos.
Nutritime Revista Eletrénica, v.15, n.01, p.8051-8064, 2018.

STRADAIOLLI, G. et al. Decrease in glutathione (GSH) content in bovine sperm after
cryopreservation: Comparison between two extenders. Theriogenology, v. 67, n. 7, p. 1249—
1255, 2007.

SUAREZ, S. S.; PACEY, A.A. Sperm transport in the female reproductive tract. Human
Reproduction Update, v. 12, n.1, p. 23-37, 2006.

TVRDA, E. et al. Antioxidant efficiency of lycopene on oxidative stress - induced damage in
bovine spermatozoa. Journal of Animal Science and Biotechnology, p. 7-50, 2016.

UPADHHYAY, V.R. et al. Bimodal interplay of reactive oxygen and nitrogen species in
physiology and pathophysiology of bovine sperm function. Theriogenology, v. 187, p. 82-94,
2022.

VALE, W. G. et al. Exame biologico do ejaculado-sémen fresco e congelado. /n: Compéndio
de Andrologia Veterinaria. 1* ed. Fortaleza, Arte Visual Grafica e Editora, 2024.

VARELA, E.; ROJAS, M.; RESTREPO, G. Membrane stability and mitochondrial activity of
bovine sperm frozen with low-density lipoproteins and trehalose. Reprod Dom Anim, v. 55,
p.146-153, 2020.



43

VARELA-GIRALDO, E. et al. Effect of low-density lipoproteins and trehalose on the quality
of cryopreserved bovine semen. Revista Colombiana de Ciencias Pecuarias, v. 34, n. 3, p.
200-211, 2022.

WATSON, P. F. The causes of reduced fertility with cryopreserved semen, Animal
Reproduction Science, v. 60, p. 481-492, 2000.

YOSHIDA, M. Conservation of sperms: current status and new trends. Animal
Reproduction Science, v.60, n. 2, p. 349-355, 2000.

ZHONG, R. ZHEN; ZHOU, D. WEI. Oxidative stress and role of natural plant derived
antioxidants in animal reproduction. Journal of Integrative Agriculture, v. 12, n. 10, p.
1826-1338, 2013.



