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Visdo geral da sinalizacdo do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) através
dos receptores TrkB. TrkB — tirosina quinase B; PLCy — fosolipase C; IP3 — Inositol
3 fosfato; DAG — diacilglicerol; MAPK/ERK — Proteina quinase ativada por
mitdgeno/quinase regulada por sinal extracelular; PI3K — fosfatidilinositol-3-cinase;
CamK - calmodulina quinase; CaM — calmodulina; CREB - elemento de resposta ao
AMPc/fator de transcricao.

Proposicdo de mecanismo de sinalizagao do fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) BDNF no espermatozoide atraves do receptorTrkB. TrkB — tirosina quinase
B PLCy - fosolipase C; IP3 — Inositol 3 fosfato; DAG — diacilglicerol; MAPK/ERK
— proteina quisane ativada por mitégeno; PI3K — fosfatidilinositol-3-cinase; CamK —
calmodulina quinase; CaM — calmodulina; CREB — elemento de resposta ao
AMPc/fator de transcricao.

Efeito da interacdo entre diferentes concentragdes e tempos de exposi¢do ao BDNF
sobre a funcionalidade da membrana - HOST+. Diferentes letras maitsculas indicam
diferencas entre as interagcbes. TO e T30 — tempos de exposicdo ao BNDN de
aproximadamente 5 minutos e de 30 minutos respectivamente.
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RESUMO

OLIVEIRA, Matheus Batista de. Influéncia do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)
na qualidade do sémen de carneiros. Séo Cristévao: UFS, 2024. 38 p. (Dissertacdo — Mestrado
em Agricultura e Biodiversidade).*

O grupo de proteinas pertencentes as neurotrofinas tem apresentado papel importante no
desenvolvimento dos tecidos reprodutivos e uma acdo antioxidante em espermatozoides. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentragdes e tempos
de exposicdo ao fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) na qualidade do sémen de
carneiros. Um ejaculado de cada carneiro da raca Santa Inés (n=5) foi colhido usando-se vagina
artificial, sendo utilizados apenas aqueles com valores de motilidade total > 70% (0 a 100%) e
vigor > 3 (0 a 5). Amostras de sémen de cada ejaculado foram submetidas a diferentes
concentracdes (0; 10; 20; 40 e 80 pg/L) e tempos de exposicdo (TO e T30 minutos) ao BDNF.
Em seguida foram analisadas quanto aos parametros espermaticos de cinética computadorizada
(CASA) e o percentual de espermatozoides com membrana plasmatica funcional pelo teste
hiposmotico (HOST+) e integra (IMP+; SYBR-Green/lodeto de propidio), sem estresse
oxidativo (EO-; CellROX®) e com alto potencial de membrana mitocondrial (PMM+; JC-1).
A normalidade dos dados foi avaliada usando-se o teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade
pelo teste de Hartley. Foram estudados os efeitos da interacdo entre as cinco concentragdes
(Fator 1) e os dois tempos de exposicao (Fator 2) ao BDNF. Utilizou-se um modelo misto
(PROC MIXED) seguindo um delineamento fatorial 5x2, e os efeitos dos fatores e suas
interacdes foram avaliados pelo Teste F. As diferencas entre 0s grupos experimentais foram
determinadas pelo teste de Tukey. Dados que ndo apresentaram distribui¢do normal foram
submetidos a transformacdo pelo arco seno da raiz quadrada. Aqueles que mesmo apos a
transformacdo ndo foram normalizados foram submetidos a andlises ndo-paramétricas
utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn. Todas as
avaliacdes foram feitas considerando-se 95% de confianca (SAS®). A concentracdo de BDNF
influenciou a qualidade do sémen sendo que 10 pg/L apresentou 0s maiores percentuais de
espermatozoides com HOST+, IMP+, PMM+ e EO-. O tempo de exposi¢cdo também teve
influéncia sobre a qualidade do sémen sendo que o T30 reduziu os valores médios da maioria
dos parametros cinéticos, mas ndo influenciou os parametros HOST+, IMP+, PMM+ e EO-. A
interacdo entre a concentracdo de 10 pg/L de BDNF e o T30 aumentou o percentual de
espermatozoides com membrana plasmatica funcional em relacédo as outras interaces. Conclui-
se que a adicdo do BDNF na concentracdo de 10 pg/L durante 30 minutos melhora a qualidade
do sémen de carneiros.

Palavras-chave: Antioxidantes, Cinética esperméatica, Membrana plasmatica, Neurotrofinas,
Ovinos.

* Comité Orientador: Hymerson Costa Azevedo — UFS (Orientador), Gladston Rafael de Arruda Santos — UFS
(Co-orientador).
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Matheus Batista de. Influence of Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
on ram sperm quality. Sdo Cristovao: UFS, 2024. 38 p. (Thesis - Master of Science in
Agriculture and Biodiversity).*

The group of proteins belonging to neurotrophins has been found to play a significant role in
the development of reproductive tissues and exert an antioxidant action on spermatozoa. The
present study aimed to assess the effect of the addition of different concentrations and exposure
times to brain-derived neurotrophic factor (BDNF) on the semen quality of rams. One ejaculate
from each Santa Inés ram (n=5) was collected using an artificial vagina, and only those with
total motility values > 70% (0 to 100%) and vigor > 3 (0 to 5) were included. Semen samples
from each ejaculate were subjected to different concentrations (0; 10; 20; 40; and 80 pg/L) and
exposure times (TO and T30 minutes) to BDNF. They were then analyzed for computer-assisted
sperm analysis (CASA) and the percentage of spermatozoa with functional plasma membrane
using the hypo-osmotic swelling test (HOST+), intact membrane (PMI+; SYBR-
Green/Propidium lodide), without oxidative stress (OS-; CellROX®), and with high
mitochondrial membrane potential (MMP+; JC-1). Data normality was assessed using the
Shapiro-Wilk test, and homoscedasticity was assessed using the Hartley test. The interaction
effects between the five concentrations (Factor 1) and the two exposure times (Factor 2) to
BDNF were studied. A mixed model (PROC MIXED) following a 5x2 factorial design was
used, and the effects of the factors and their interactions were evaluated by the F-test.
Differences between experimental groups were determined by the Tukey test. Data that did not
show normal distribution were subjected to transformation by the arcsine square root. Even
after transformation, those not normalized underwent non-parametric analyses using the
Kruskal-Wallis test, followed by Dunn's post-hoc test. All evaluations were conducted
considering a 95% confidence level (SAS®). BDNF concentration influenced semen quality,
with 10 pg/L showing the highest percentages of spermatozoa with HOST+, PMI+, MMP+,
and OE-. The exposure time also influenced semen quality, with T30 reducing the mean values
of most kinetic parameters but not affecting HOST+, PMI+, MMP+, and OS-. The interaction
between the concentration of 10 pg/L of BDNF and T30 increased the percentage of
spermatozoa with functional plasma membrane compared to other interactions. It was
concluded that the addition of BDNF at a concentration of 10 pg/L for 30 minutes improves the
quality of ram semen.

Keywords: Antioxidants, Sperm kinetics, Plasma membrane, Neurotrophins, Sheep.

* Supervisor Committee: Hymerson Costa Azevedo (Advisor), Gladston Rafael de Arruda Santos (Adjunct
advisor).



1. INTRODUGCAO GERAL

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) € uma proteina essencial para o
desenvolvimento, fungdo e sobrevivéncia das células neuronais e pode contribuir para
manutencdo da qualidade de células reprodutivas e protecdo contra danos oxidativos (Skaper,
2012). A protecdo contra esses danos oxidativos ocorre pela capacidade do BDNF de proteger
as celulas contra os radicais livres (Li et al., 2016). Assim, a presenca dessa proteina no sémen
esta associada a reducdo dos niveis de éxido nitrico e ao aumento da motilidade, assim como
reducdo da peroxidacdo lipidica, contribuindo para a manutencdo da fluidez da membrana
plasmética e viabilidade espermatica (Safari et al., 2017). Além disso, 0 BDNF também
estimula a producdo de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD) e a
catalase, importante para a defesa contra o estresse oxidativo em espermatozoides (Sapolsky,
2000; Mattson, 2004; Xiu et al., 2020).

Os espermatozoides de ovinos sdo particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo
devido a presenca elevada de acidos graxos poli-insaturados na membrana plasmatica (Bucak
etal., 2007). A elevada concentracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) no sémen pode
desencadear estresse oxidativo, impactando negativamente o metabolismo energético, a
motilidade, a viabilidade e a integridade do DNA dos espermatozoides (Krzyzosiak et al., 2000;
Baumber et al., 2002; Bilodeau et al., 2002).

O estresse oxidativo € um processo que ocorre quando ha um desequilibrio entre a
producdo de EROs e a capacidade antioxidante do organismo (Barbosa et al., 2010). Este
desequilibrio provoca danos as células de um modo geral e os espermatozoides também sao
vulneraveis pela limitada capacidade intrinseca de mitigar parcial ou totalmente a producéo de
EROs e de prevenir a peroxidagdo excessiva dos substratos (Silva, 2006) justificando a
necessidade de protecdo exogena (Taylor, 2001). Neste sentido, substancias com acéo
antioxidantes ttm um papel crucial na prevencao do estresse oxidativo, mantendo a integridade,
funcionalidade e capacidade de fertilizacdo dos espermatozoides (Ashrafzadeh et al., 2013;
Najafi et al., 2017).

A incorporacdo de antioxidantes ao sémen, a exemplo do BDNF, pode desempenhar um
papel crucial na preservacdo da qualidade espermética, promovendo a prote¢do contra o estresse
oxidativo e, consequentemente, melhorando a motilidade espermaética, integridade e
funcionalidade da membrana plasmética. A melhora nesses parametros espermaticos pode
representar um aumento no desempenho reprodutivo de carneiros por meio do impacto positivo
gerado a qualidade do sémen e das tecnologias associadas de conservacdo como a refrigeracdo
e criopreservacdo, assim como de uso a exemplo da inseminacdo artificial (IA) e da fertilizacdo
in vitro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O BDNF e o seu papel no sistema nervoso

Foi identificado um fator neurotrofico que desempenhava um papel fundamental na
sobrevivéncia e no crescimento dos ganglios da raiz dorsal em embries de galinha, sendo
posteriormente denominado fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) apos sua
purificacdo (Barde et al., 1982).

O BDNF é o segundo membro da familia de neurotrofinas, juntamente com outros
membros como neurotrofina 3, neurotrofina 4 e fator de crescimento nervoso e tem sido objeto
de extensa pesquisa desde sua descoberta (Figura 1; Cohen e Levi-Montalcini, 1956;
Maisonpierre et al., 1990; Carroll et al., 1998; Kernie et al., 2000; Ferraguti et al., 2022;
Malekan et al., 2023).
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Ao longo dos anos, numerosos estudos tém explorado diversos aspectos da sinalizagao
do BDNF no sistema nervoso central, bem como seu papel crucial no desenvolvimento neuronal
e na plasticidade sinaptica (Leal et al., 2014; Lu; Nagappan, 2014; Kojima; Mizui, 2017; Leal
et al., 2017; Kowianski et al., 2018; Trombeta et al., 2020; Keifer, 2022). A plasticidade
sindptica ¢ um mecanismo pelo qual se produz mudangas no numero e na intensidade de
conexdes sindpitcas em consequéncia do seu uso (Castrén; Antila, 2017) e ¢ um aspecto
importante por exemplo na compreensao e tratamento de distirbios psiquiatricos (Lu, 2003;
Autry; Monteggia, 2012; Park et al., 2014; Kowianski et al., 2018).

No sistema nervoso 0 BDNF é sintetizado nos corpos celulares de neurénios e células
gliais, sendo distribuido e produzido predominante por todo o cérebro, com expressao mais
proeminente no hipocampo e no cortex (Merriti et al., 2020). Nos neurénios o transcrito do
BDNF passa por traducdo, resultando no pré-pro-BDNF, que € posteriormente clivado para
formar o precursor pr6-BDNF (Wang et al., 2022). O pré-BDNF estimula ou induz a apoptose
neural e depressdo sindptica pela ativacdo de pro-BDNF e do receptor de neurotrofinas p75
(Numakawa; Odaka, 2021; Yaneva-Sirakova et al., 2023). O BDNF maduro estimula a
sobrevivéncia neural, auxiliando seu crescimento e neuroplasticidade através da ativacdo do
complexo BDNF e do receptor de tirosina quinase B (TrkB; Alam et al., 2016).

Quando clivado intracelularmente, 0 BDNF pode ser encapsulado em vesiculas de
densidade central, que sdo transportadas para terminais axénicos e compartimentos dendriticos
(Gao et al., 2022). O BDNF assim como outras neurotrofinas, possui uma carga positiva em pH
fisioldgico, o que facilita sua ligacdo a membrana celular e a matriz extracelular, ampliando sua
capacidade de difusdo ap6s a secrecdo (Park et al., 2013). Ele tem alta afinidade pelo receptor
TrkB, desencadeando vias de sinalizacdo que modulam diversos processos sinapticos. O TrkB
é encontrado em células gliais, corpos celulares neuronais, terminais pré-sinapticos e em locais
especificos nos dendritos pos-sinapticos (Andreska et al., 2020; Niu et al., 2023).

A ativacédo do TrkB pelo BDNF desencadeia importantes vias a jusante na funcdo e na
sobrevivéncia de neurdnios (Bilanges et al., 2019). Essa ativacdo ocorre por meio da
fosforilacdo dos residuos de tirosina do TrkB, resultando na ativacdo do dominio homdlogo 2
de Src (SH2) e na fosforilagdo da fosfolipase C-y (PLC-y), da fosfatidilinositol-3 quinase/alvo
mecanistico da rapamicina (PI3K/mTOR; Zhang et al., 2019) e das vias de proteina quinase
ativada por mitégeno/quinase regulada por sinal extracelular (MAPKn/ERK; De Vicenti et al.,
2019). A ativagdo da via PIBK/mTOR promove a sobrevivéncia neuronal, enquanto a
sinalizacdo MAPK/ERK apoia a plasticidade sinaptica e a funcdo neuronal. A ativacdo da via
PLC-y resulta na geragdo de trifosfato de inositol (IP3) e na subsequente liberagao dos estoques
internos de calcio, influenciando processos como a plasticidade sinaptica (Figura 1; Johnestone;
Mobley, 2020).
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Figura 1. Visdo geral da sinalizagdo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) através dos receptores TrkB. TrkB
— tirosina quinase B; PLCy — fosolipase C; IP3 — Inositol 3 fosfato; DAG — diacilglicerol; MAPK/ERK — Proteina quinase
ativada por mitégeno/quinase regulada por sinal extracelular; PI3K — fosfatidilinositol-3-cinase; CamK — calmodulina
quinase; CaM — calmodulina; CREB - elemento de resposta ao AMPc/fator de transcricdo.



2.2 O BDNF e o seu papel na reproducéo

O BDNEF ja foi identificado em varios tipos de células animais, a exemplo de células
femininas no sistema mamario (Colliti et al., 2015), foliculo ovariano (Qin et al., 2022),
granulosa (Silva et al., 2006), cummulus (Li et al., 2015; Cacialli ef al., 2018), e em células
masculinas como de Sertoli (Tan et al., 2022), Leydig (Koeva; Davidoff, 2002), prostata
(Krygier; Djakiew, 2002) e em espermatozoides (Li ef al., 2012).

Em fémeas, o incremento da concentracdo do BDNF gerou uma maior propor¢do de
odcitos maturos, sendo esse efeito decorrente da expressdo de genes ligados a ovulagdo,
estereidogénese, luteolise e a maturagdo oocitaria possibilitando o desenvolvimento de
embrides com melhor qualidade (Chen et al., 2019). Ja em galinhas, o BDNF e seu receptor
TrkB foram expressos, atuando de forma paracrina em células do foliculo ovariano, cuja fungao
fisiologica esta ligada a modulagdo da esteroidogénese (Jensen; Johnson, 2001). Nos machos o
BDNF e seus receptores agem de forma paracrina e, por serem encontrados em células
germinativas, foi identificada sua fun¢@o na espermatogénese (Li; Zhou, 2013) cumprindo um
papel na maturacdo dessas células e producao de esteroides (Mruk; Cheng, 2004; Svechnikov
etal., 2010).

Esse efeito estd diretamente relacionado a capacidade de fertilidade dos
espermatozoides que ¢ dependente de uma série de reagdes bioldgicas complexas (Bansal;
Bilaspuri, 2011). Dentre elas, as bioquimicas que sdo controladas pela acdo de diferentes
proteinas (Ashrafzadeh et al., 2013), as quais tem fungdes sobre as caracteristicas estruturais e
funcionais dos espermatozoides como a cinética, capacitagdo e a interacdo com o 00cito
(Ashrafzadeh et al., 2013; Saez-Esinosa et al., 2020).

A adicao do BDNF no sémen de bovinos aumentou motilidade, porém nao foi observado
um efeito positivo sobre a atividade mitocondrial e a viabilidade espermatica (Li et al., 2012).
A diminui¢do na viabilidade espermatica pode ter sido devida a regulacdo negativa da
sinalizagdo BDNF/TrkB e da via de sinalizagdo PI3K/Akt. Embora a presenca dessas
substancias no ejaculado permita a ativacdo da via de sinalizagdo intracelular fosfatildinositol-
3 quinase e proteina quinase B (PI3K/Akt) que esté relacionada a sobrevivéncia celular e sinais
antiapoptoticos (Tan et al., 2022), até entdo ndo foram realizadas pesquisas para investigar a
concentracao ideal que promova os melhores beneficios ao s€émen de carneiros.

No sémen fresco de humanos, a adicdo de BDNF reduziu os niveis de 6xido nitrico e
incrementou a atividade mitocondrial, motilidade e reduziu o contetido de peroxidacgao lipidica
pela reducdo das EROs ajudando a manter a fluidez da membrana plasmatica dos
espermatozoides e a viabilidade (Safari ef al., 2017). Estes beneficios podem ser atribuidos aos
mecanismos moleculares como a ativacao de enzimas antioxidantes e das vias de sinalizagao
intracelular da PI3K-Akt, cujo efeito esta relacionado com a manutencdo da motilidade,
viabilidade e o potencial de membrana mitocondrial (Gallardo Bolanos et al., 2014), assim
como na inibi¢do de caspases (Najafi et al., 2017) que estdo envolvidas no processo de
inflamagao, apoptoses e morte celular (Van Opdenbosh; Lamkanfi, 2019). No sémen congelado
de humanos, foi demonstrado que a adi¢do do BDNF nos meios de congelagdo e descongelagao
proporcionou aumento na motilidade espermatica, viabilidade e capacidade de fertilizacao
(Najafi et al., 2017).

Os mecanismos envolvidos nos efeitos da adicio do BDNF podem ser compreendidos
a partir do conhecimento das vias de sinaliza¢do que podem ser ativadas (Figura 2). A partir da
ligacdo do BDNF com o receptor TrkB, ocorre uma fosforilagdo em varios locais que leva a
ativacdo de vias a jusante, a exemplo da via PI3K que ativa a Akt, levando a sobrevivéncia
celular. A via MAPK/ERK leva ao crescimento e diferencia¢do celular e a via PLCy ativa o
receptor de inositol trifosfato (IP3) para liberar reservas intracelulares de célcio, levando ao
aumento da atividade da calmodulina quinase (CamK) e aumento da motilidade espermatica.
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Todas as trés vias convergem para o fator de transcrigdo CREB, que pode regular positivamente
a expressao génica (Autry; Monteggia, 2012).

Embora tenham sido relatados inimeros beneficios associados a identificacao e adi¢cao
do BDNF em varios tipos de células humanas e de animais como em ovinos (Coliti, 2016),
caprinos (Peng et al., 2016), bovinos (Li et al., 2012; Liu et al., 2023), bufalos (Zhao et al.,
2019), ainda ndo foram realizados estudos para investigar o efeito da adicdo dessa proteina
sobre a qualidade dos espermatozoides de carneiros

« Motilidade
Akt « Viabilidade
« Potencial de membrana mitocondrial

Express&o de genes contra o estresse . Y.
oxidativo Expressao génica

Figura 2. Proposicdo de mecanismo de sinaliza¢do do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) BDNF no
espermatozoide através do receptorTrkB. TrkB — tirosina quinase B PLCy — fosolipase C; IP3 — Inositol 3 fosfato;
DAG - diacilglicerol; MAPK/ERK — proteina quisane ativada por mitégeno; PI3K — fosfatidilinositol-3-cinase;
CamK — calmodulina quinase; CaM — calmodulina; CREB — elemento de resposta ao AMPc/fator de transcricao.
Fonte: Autoria propria.
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4. ARTIGO

EFEITO DE CONCENTRACOES E TEMPOS DE EXPOSICAO AO FATOR
NEUROTROFICO DERIVADO DO CEREBRO (BDNF) NA QUALIDADE DO SEMEN
DE CARNEIROS

Artigo formatado de acordo com as normas do peridédico Animal Reproduction Science

RESUMO

Obijetivou-se avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes e tempos de exposi¢éo ao
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) na qualidade do sémen de carneiros. Amostras
de sémen de carneiros (n=5) foram submetidas a diferentes concentracdes (0; 10; 20; 40 e 80
Hg/L) e dois tempos de exposi¢do (TO e T30 minutos) ao BDNF. Foram avaliados a cinética
computadorizada (CASA) e o percentual de espermatozoides com membrana plasmatica
funcional pelo teste hiposmotico (HOST+) e integra (IMP+; SYBR-Green/lodeto de propidio),
sem estresse oxidativo (EO-; CellROX®) e com alto potencial de membrana mitocondrial
(PMM+; JC-1). Foi observado um efeito significativo das concentragdes de BDNF sobre
HOST+, IMP+, EO- e PMM+. O tempo de exposic¢do influenciou os parametros CASA:
motilidade total e progressiva; velocidades curvilinea (VCL), em linha reta (VSL) e do percurso
médio (VAP), linearidade (LIN) e o indice de oscilacdo (WOB). A concentracdo de 10 pg/L
apresentou maior HOST+, IMP+, EO- e PMM+. O tempo de exposic¢éo de 30 minutos reduziu
os valores médios da maioria dos parametros cinéticos, mas manteve estavel os demais
parametros. A interacdo entre a concentracdo de 10 pg/L de BDNF e o T30 aumentou o
percentual de espermatozoides com membrana plasmatica funcional em relacdo as outras
interacdes. Conclui-se que a adicdo do BDNF na concentra¢do de 10 pg/L durante 30 minutos
melhora a qualidade do sémen de carneiros.

Palavras-chave: Antioxidantes, Cinética espermatica, Membrana plasmatica, Neurotrofinas,
Ovinos.
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4.1 Introducéo

A peroxidacéo lipidica no sémen ¢é desencadeada pelo desequilibrio entre substancias
antioxidantes e oxidantes presentes e que resulta no aumento da producgdo de Espécies Reativas
de Oxigénio - EROs (Guerra et al., 2004) que podem provocar alteracbes metabolicas e
funcionais aos espermatozoides (Agarwal et al., 2005). Os espermatozoides de carneiros séo
particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo devido a presenca elevada de acidos graxos
polinsaturados na membrana plasmatica (Bucak et al., 2007) fazendo com que eles sofram
maiores danos devido a peroxidacéo lipidica (Nascimento et al., 2018). Elevadas concentracfes
de EROs no sémen produzidas a partir da peroxidacéo lipidica podem desencadear o estresse
oxidativo, impactando negativamente o metabolismo energético, a motilidade, a integridade
acrossomal, do DNA e a viabilidade dos espermatozoides (Baumber et al., 2002; Bilodeau et
al., 2002; Ball, 2008).

Durante o processo de coleta e manipulacdo do sémen, os espermatozoides sao expostos
a diferentes condi¢cdes ambientais que podem acentuar o estresse oxidativo (Pefia et al., 2009;
Cocchia et al., 2011) com formacdo de EROs que comprometem a qualidade espermatica e,
consequentemente, a sua fertilidade (Lahnsteiner et al., 2011; Hagedorn et al., 2012; Aramli et
al., 2016).

Os sistemas de defesa antioxidante podem atuar na prevencao, inibindo a producéo de
EROs, na interceptacéo, interrompendo as reagdes em cadeia e na reparagdo, um mecanismo
pouco usado e limitado pelos espermatozoides (Silva e Guerra, 2012). Estratégias que visem
auxilar os sistemas de defesa antioxidante podem melhorar a qualidade espermatica no sémen
de carneiros a medida que atenua os efeitos negativos do estresse oxidativo.

Para compensar a limitada capacidade intrinseca dos espermatozoides em mitigar os
efeitos deletérios da presenca de EROs e prevenir a peroxidacdo lipidica (Silva, 2006) tem sido
preconizada medidas de protecdo exdgena (Taylor, 2001) com a adigdo de substancias
antioxidantes ao sémen (Masoudi et al., 2023) a exemplo do fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF) (Li et al., 2012). O BDNF é uma proteina essencial para o desenvolvimento,
funcdo e sobrevivéncia das células neuronais e pode contribuir para manutencédo da qualidade
de células reprodutivas por meio da protecdo contra danos oxidativos (Skaper, 2012). Em
humanos, a adicdo do BDNF no sémen foi inversamente relacionada aos niveis de estresse
oxidativo (Zhang et al., 2019).

A manipulacdo do sémen in natura e o tempo que isso leva pode comprometer a sua
qualidade por predispor a formacdo de EROs que prejudicam os espermatozoides. Além dos
potenciais prejuizos ao sémen in natura que pode ser utilizado como material genético nesta
condicdo sem ser processado, estes fatores também podem prejudicar a qualidade do sémen
refrigerado e congelado destinados a uso em biotécnicas da reproducdo a exemplo da
inseminagcdo artificial (1A) que sdo submetidos a um nimero maior de etapas de manipulacéo.

A analise da efetividade e a definicdo da melhor concentracdo de BDNF a ser adicionada
ao sémen de carneiros pode representar um avango significativo na preservacdo da sua
qualidade. Além disso, compreender como se da o efeito sobre o0s espermatozoides nas
diferentes concentracdes de BDNF ao longo do tempo de exposicéo podera abrir perspectivas
de desenvolvimento de metodologias adequadas para sua adi¢do ao sémen de carneiros. Nesse
sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adi¢do de diferentes concentracdes
e tempos de exposi¢do do BDNF na qualidade do sémen de carneiros.

4.2. Material e Métodos
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso

de Animais (CEUA) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, unidade da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) com o numero de protocolo 0035/2020.
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4.2.1. Animais experimentais e manejo

Foram utilizados cinco (n=5) carneiros sexualmente maduros do Nucleo de
Conservacdo de ovinos da raca Santa Inés da Embrapa Tabuleiros Costeiros com peso médio
de 60 kg, com idade entre 3 e 5 anos, bom estado nutricional e libido. Todos os animais foram
manejados em regime semi-intensivo, permanecendo sob pastejo a campo entre 07h00 e 16h00,
onde consumiam forragem nativa e cultivada, composta pelos capins-pangola (Digitaria
decumbens L), estrela (Cynodon nlemfuensis), buffel (Cenchrus ciliares) e Panicum maximum
das cultivares aruana e green—panic. Apos esse periodo, 0s animais permaneciam em estabulo
coberto para pernoitar das 16h00 as 07h00, onde recebiam suplementacdo alimentar com
volumoso (50%) de silagem de milho e concentrado (50%) a base de farelo de soja e farelo de
milho, com disponibilidade de sal mineral e 4gua ad libitum durante todo dia.

4.2.2. Colheita e processamento de sémen

A colheita do sémen foi feita pelo método da vagina artificial modelo LABRA-2020
(Molina et al., 2022) com agua aquecida (~ 52°C), utilizando-se como manequim uma ovelha
em estro natural. Os ejaculados foram coletados em tubos (50 mL) pré-aquecidos (37°C) e
depois transferidos para tubos graduados (15 mL) e mantidos em banho-maria (37°C). Os
ejaculados foram submetidos as seguintes avaliagdes seguindo-se recomendagdes do CBRA
(CBRA, 2013): volume (mL), vigor espermatico (0 a 5), motilidade espermatica total (0 a
100%), concentragdo espermatica (x10%sptz/mL) e nimero total de espermatozoides (x10°sptz).
O vigor e a motilidade espermatica foram avaliados por meio da microscopia 6ptica, com uma
amostra de sémen (10 pL) colocada entre 1dmina ¢ laminula e levada ao microscopio Optico
(Olympus Optica Co. Tokyo, Japdo) em uma magnitude de 400 vezes. A concentracao
espermatica foi mensurada adicionando-se uma aliquota de sémen (10 uL) em agua destilada
na propor¢do 1:400 realizando-se a contagem dos espermatozoides em camara de Neubauer,
em microscopio éptico (Olympus Optica Co. Tokyo, Japdo) com magnitude de 400 vezes. O
numero total de espermatozoides foi determinado por meio da multiplicacdo da concentracdo
espermatica pelo volume total ejaculado. Apenas aqueles ejaculados com valores de vigor > 3,0
e de motilidade > 70% foram selecionados para o experimento.

Amostras de sémen foram removidas de cada ejaculado e diluidas em solucéo contendo
BDNF (Thermo-Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) e salina fosfatada (PBS) mantendo-se
uma concentracdo espermatica final de 200 espermatozoides/mL. Foram formados os seguintes
grupos que variaram quanto a concentracdo final do BDNF: 0 pg/L (controle); 10 ug/L; 20
ug/L; 40 pg/L e 80 pg/L. Os grupos experimentais foram submetidos a analises espermaticas
apos serem expostos por = 5 minutos que foi considerado o tempo inicial (TO) e ap6s 30 minutos
(T30) de exposicéao sob incubag¢do em banho—maria a 37°C.

4.2.3. Analises espermaticas
a) Cinética espermatica

Amostras de sémen (5 pL) dos grupos experimentais foram diluidas a uma concentracéo
de 20 x 10° espermatozoides/mL em solucéo avaliadora pré-aquecida a 37 °C (Azevedo, 2006)
para avaliacdo da cinética espermatica pela Analise Espermatica Assistida por Computador
(CASA). Depois de homogeneizadas e mantidas a 37 °C por 5 minutos, foram pipetadas
aliquotas de 2 pL das amostras diluidas para uma camara de Makler® (Sefi-Medical
Instruments, Haifa, Israel) pré-aquecida a 37 °C, para captura e analise de imagens por meio de
uma camera de video (Basler ace acA1300-200um, Ahrensburg, Alemanha) conectada a um
microscopio com contraste de fase (Nikon® 50i, Japdo), sob aumento de 100 vezes. A captura
foi feita a uma velocidade de 203 frames/segundo, com selecdo manual de cinco campos
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equidistantes de um mesmo ponto central, capturando-se no minimo 600 células por amostra e
uma média de 120 células por campo. As imagens capturadas foram analisadas pelo Sperm
Class Analyzer (SCA®, Microptics, S.L. Versdo 6.5, Barcelona, Espanha).

Foram analisados os parametros cinéticos motilidade total (MT), motilidade progressiva
(MP), velocidade curvilinea (VCL), velocidade do percurso médio (VAP), velocidade em linha
reta (VSL), linearidade (LIN = VSL/VCL x 100), retilinearidade (STR = VSL/VAP x 100),
amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH), frequéncia de batimento flagelar cruzado
(BCF) e indice de oscilagdo (WOB = VAP/VCL x 100). Foram considerados como moveis
apenas aqueles espermatozoides que apresentaram valores de VCL > 20um/segundo. Os
espermatozoides moveis foram ainda classificados como répidos (RAP) quando apresentavam
VCL > 200. Espermatozoides que apresentaram STR > 80 % foram considerados progressivos
e com LIN > 40 % caracterizados com movimento linear. Foram utilizados os dados dos
parametros de cada espermatozoide das amostras para anlalise.

b) Funcionalidade da membrana plasmatica

Foi avaliada a funcionalidade da membrana plasmatica dos espermatozoides por meio
do teste hiposmético (HOST; Jeyendran et al., 1984), que se baseia na observacdo das caudas
enroladas ou inchadas dos espermatozoides apds exposic¢ao a uma solucao hiposmotica de 100
mOsm (9 g de frutose e 4,9 g de citrato de sddio por litro de dgua Mili Q). O procedimento
consistiu em incubar 10 pL de sémen com 100 uL da solucdo hiposmotica a 37°C por 60
minutos. Apos a incubagdo, 20 puL da mistura foram adicionados em lamina-laminula para
posterior visualizacdo em microscopio optico equipado com contraste de fase (Nikon 50i,
Japédo) sob ampliacdo de 1000x em Oleo de imersdo. Foi realizada uma subtracdo dos valores
obtidos com o percentual de espermatozoides com cauda dobrada ou enrolada na andlise de
morfologia espermatica. Foram contados 200 espermatozoides por amostra, considerando
aqueles com cauda enrolada ou inchada como possuidores de membrana plasmatica funcional
(HOST+).

c) Integridade de membrana plasmética

Para a anélise da integridade de membrana plasmaética dos espermatozoides (IMP) uma
aliquota de sémen (5 L) foi submetida a associacdo dos fluorocromos SYBR- 14 e iodeto de
propidio (20 mM), contidos no kit de ensaio disponivel comercialmente Live/Dead Sperm
Viability (Molecular Probes Inc., OR, USA). Foi realizada a leitura de 200 espermatozoides
sob imersdo em 6leo, com magnitude de 1000 vezes, em microscopio de epifluorescéncia
(Nikon® 50i, Japdo), usando o filtro com comprimento de onda de excitacdo de 450-490 e de
emissdo de 515 nandmetros. As membranas plasmaticas dos espermatozoides foram
classificadas como: integras (cabeca corada de verde) e lesadas (cabeca corada de vermelho)
sendo os resultados expressos em percentual de espermatozoides com membrana plasmatica
integra (IMP+).

d) Estresse oxidativo

O estresse oxidativo (EO) foi avaliado utilizando a sonda fluorescente CellROX Green
(Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) em uma concentracdo final de 5 uM (Castro et al.,
2016). Esta sonda penetra na célula e, quando oxidada por radicais livres intracelulares, se liga
ao DNA, emitindo uma fluorescéncia verde intensa (Castro et al., 2016). Foi realizada a leitura
de 200 espermatozoides sob imersdo em 6leo, com magnitude de 1000 vezes, em microscopio
de epifluorescéncia (Nikon® 50i, Japédo), usando o filtro com comprimento de onda de
excitacdo de 450490 e de emissao de 515 nandémetros. Os espermatozoides foram classificados
de acordo com a intensidade da coloracdo verde observada na cabeca como possuindo (verde
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intenso) ou nao (verde fraco) sinais de estresse oxidativo sendo os resultados expressos em
percentual de espermatozoides sem sinais de estresse oxidativo (EO-).

e) Potencial de membrana mitocondrial

O potencial da membrana mitocondrial dos espermatozoides (PMM) foi avaliado
através da coloragdo com JC-1 (5,50,6,60-tetracloro-1,10,3,30-iodeto de tetraetil-
benzimidazolil-carbocianina, T3168, Invitrogen), seguindo protocolo descrito por Oztlirk et al.
(2020). Foi preparada uma solucdo estoque de JC-1 (1,53 mM) em soluc¢éo de dimetilsulfoxido
que apos a filtracdo foi armazeneda a -20 °C. Em seguida, foram misturados 300 uL da amostra
de sémen com 2,5 pL de JC-1 sendo esta mistura foi incubada a 37°C, no escuro, por 15 minutos

Uma gota da amostra (2,5 pL) foi colocada entre lamina e laminula para serem
examinados 200 espermatozoides com uma ampliacdo de 400 vezes, utilizando um microscopio
de fluorescéncia (Nikon® 50i, Japéo), equipado com filtro com comprimento de onda de
excitacdo de 450-490 e de emissdo de 515 nanémetros. A fluorescéncia amarela ou laranja
emitida pela peca intermediaria indicava alto potencial de membrana mitocondrial. Por outro
lado, a coloracdo verde da peca intermediaria indicou baixo potencial de membrana
mitocondrial. Os resultados foram expressos em percentual de espermatozoides com alto
potencial de membrana mitocondrial (PMM+).

4.2.4. Delineamento experimental e analise estatistica

Para estudar os efeitos da concentracdo de BDNF (fator 1), tempos de exposicéo (fator
2) e da interacdo entre eles, os dados foram submetidos & estatistica paramétrica e nédo
paramétrica. Para determinar o cumprimento dos pressupostos necessarios para aplicacdo de
estatistica paramétrica os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (Hartley). Os dados que ndo apresentaram distribuicdo normal e
homocedasticidade foram transformados pelo arco seno da raiz quadrada. Aqueles que
apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade antes (MT, VCL, VSL, VAP, LIN,
ALH e WOB) e apo6s terem sido transformados (MP, BCF, HYPER, RAP, IMP+, PMM+)
foram submetidos a anéalise de variancia (ANOVA) pelo Teste F e, posteriormente, foi aplicado
0 teste post-hoc de Tukey para comparar as médias entre si.

Para as analises foi utilizado um modelo misto (PROC MIXED) usando-se o seguinte:

Yij=p+ Ti+ Bj+ (TP) ij + &ij

Onde: Yij ¢ a varidvel dependente ou pardmetro espermatico, p ¢ a média de todas as
observagdes, Ti representa o efeito das concentragdes de BDNF (0, 10, 20, 40 and 80ug/L), Bj
é o efeito dos tempos de exposi¢cdo ao BDNF (TO e T30), (TP) ij representa o0 efeito da interagdo
entre as concentragdes e 0s tempos de exposi¢cdo ao BDNF, e &ij representa o erro experimental

Para os parametros que mesmo apos a transformacdo permaneceram sem distribuicdo
normal (STR, EO- e HOST+) foi aplicada estatistica ndo paramétrica, utilizando-se uma anélise
de variancia pelo teste de Kruskal-Wallis com o teste post-hoc de Dunn. Todas as avaliaces
foram feitas considerando-se 95% de confianga e usando-se 0 SAS® (Versédo 9.1).

4.3 Resultados

Os resultados relativos aos parametros de cinética espermatica, funcionalidade e
integridade de membrana plasmatica, estresse oxidativo e potencial de membrana mitocondrial
de acordo com as concentracfes e com tempo de exposicdo ao BDNF e a interacdo entre estes
dois fatores estdo expostos respectivamente nas Tabelas 1 e 2, e na Figura 3.
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Foi observado um efeito significativo (P<0,05) das concentracfes de BDNF (Fator 1)
sobre 0 HOST+, IMP+, EO- e PMM+. O tempo de exposicdo (Fator 2) influenciou
significativamente (P<0,05) os parametros do CASA MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN, WOB e
HYPER, mas nédo influenciou (P>0,05) 0 STR, ALH, BCF, RAP, HOST+, IMP+, EO- e PMM+,
A interacdo entre as concentracdes e os tempos de exposicdo ao BDNF influenciou (P<0,05)
apenas o0 HOST.

A concentracdo de 10 pg/L apresentou os maiores percentuais de espermatozoides com
membrana plasmaética funcional (HOST+) e integra (IMP+), sem estresse oxidativo (EO-) e
com alto potencial de membrana mitocondrial (PMM+) em relacdo as outras concentracGes de
BDNF. O tempo de exposicdo de 30 minutos (T30) diminuiu significativamente (P<0,05) os
valores de todos os parametros cinéticos que sofreram influéncia deste fator (MT, MP, VCL,
VSL, VAP, LIN, WOB e HYPER). A anélise dos efeitos das interacfes entre os fatores.
entretanto, mostrou que a interacédo entre de 10 pug/L de BDNF e o T30 aumentou (P<0,05) o
percentural de espermatozoides com membrana plasmatica funcional (HOST+) em relacéo as
outras interacdes.

4.4. Discussao

Esse foi o primeiro trabalho a investigar o efeito da adi¢do de diferentes concentragdes
de BDNF e tempos de exposicdo sobre a qualidade do sémen fresco de carneiros. Nesse trabalho
foi observado que a adi¢do da proteina BDNF conferiu efeitos positivos a qualidade espermatica
na concentracdo de 10 pg/L. Similarmente, a adicdo do BDNF no sémen fresco de humanos em
uma concentracdo semelhante a utilizada nesse trabalho (0,133 nM; aproximadamente 9,5
pg/L) foi benéfica a qualidade espermatica conforme foi observado nesse trabalho, a qual
aumentou a atividade mitocondrial e motilidade além de reduzir a peroxidacdo lipidica,
demostrando assim seu efeito contra danos oxidativos (Safari et al., 2018).

Foi observado no presente estudo que niveis acima de 10 pg/L de BDNF (20, 40 e 80
pg/L) ndo melhoraram a funcionalidade e integridade de membrana plasmatica e o potencial de
membrana mitocondrial nem diminuiram o estresse oxidativo dos espermatozoides. O BDNF
pode ter ampliado a atividade da catalase e regulado enzimas antioxidantes, a exemplo da
glutationa e diminuido a ativacdo da SOD, estabilizando a concentracdo de EROs em niveis
aceitaveis, prevenindo o estresse oxidativo nos espermatozoides (Najafi et al., 2017a; Najafi et
al., 2017b).

A adicdo simultdnea do BDNF e seu antagonista no sémen de bovinos levou a uma
reducdo na atividade mitocondrial supostamente por sua atuacdo em regular o metabolismo
espermatico e o potencial de membrana mitocondrial, cujo efeito pode ser atribuido ao estimulo
da ativacdo da via PI3K/Akt no espermatozoide (Li et al., 2012). A ativacdo dessa via pode
manter a motilidade, viabilidade e a integridade do DNA e o potencial de membrana
mitocondrial dos espermatozoides, inibindo a ativacdo das caspases e eventos ligados a
apoptose (Almeida et al., 2005; Koppers et al., 2011; Bolanos et al., 2014), porém nesse estudo
ndo foi observado efeito sobre a motilidade e nos outros parametros cinéticos.

O fato da concentracdo de 10 pg/L de BDNF ter apresentado os melhores efeitos sobre
a qualidade dos espermatozoides pode ser atribuido a regulacdo da expressdo génica que
frequentemente segue uma resposta de dose-resposta, onde concentra¢fes mais baixas podem
resultar em modulacdes especificas e desejadas. Em concentracdes superiores, embora o BDNF
ainda possa ativar os receptores, a saturag@o ou ativacdo excessiva de outras vias de sinalizacdo
interligadas por retroatividade podem comprometer a expressao génica (Kochen et al., 2022).
Outro aspecto a ser considerado ¢ a possibilidade de efeitos biféasicos, no qual concentragdes
elevadas de BDNF na primeira fase causem inicialmente uma resposta biolégica benéfica,
porém a segunda fase é caracterizada por um efeito adverso na mesma resposta biologica. Nesse
sentido, concentra¢fes mais altas podem induzir respostas celulares opostas as observadas em
concentracdes mais baixa (Jodynis-Liebert e Kujawska, 2020).
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O fato de o tempo de exposicdo nao ter alterado o percentual de espermatozoides com
membrana plasmatica funcional e integra, o estresse oxidativo e o potencial de membrana
mitocondrial, pode ser explicado pela necessidade do BDNF requererer um periodo para
interagir com os espermatozoides e modular suas fungdes. Processos de sinalizagdo, reparo
celular e adaptacdo fisiologica podem ser mais efetivamente desencadeados e sustentados
durante um periodo prolongado de exposi¢do, permitindo que o BDNF exerca seus efeitos
positivos de maneira mais eficaz. Entretanto, a alteracdo na cinética espermatica observada
pode ser explicada pela reducdo no funcionamento dos espermatozoides que foi se esgotando
ao longo do tempo que resultou na diminui¢do da motilidade e ndo de outras caracteristicas
relevantes da estrutura e funcdo dos espermatozoides e, devido (Barranco et al., 2021; Petrone
etal., 2023).

A melhoria observada no percentual de espermatozoides com membrana plasmatica
funcional na interacdo entre a concentracao de 10 pL e o tempo de exposicao de 30 minutos em
relacdo as outras interacdes pode ser explicada pela fisiologia dos espermatozoides que é
influenciada pelo equilibrio entre a regulacdo da homeostase idnica e a manutencdo da
funcionalidade da membrana celular (Bernardino et al., 2019). ConcentracGes menores e um
tempo de exposicdo mais prolongado ao BDNF possivelmente garantiram um equilibrio iénico
e um periodo necessario para a fixagdo do BDNF nos receptores TrkB e desencadeamento de
respostas intracelulares que auxiliaram na manutencdo e protecdo dos espermatozoides contra
efeitos deletérios das EROs. Essa interagcdo pode representar um aumento na disponibilidade de
espermatozoides com membrana plasmatica funcional capazes de suportar as condicdes
adversas do ambiente uterino e, consequentemente, melhorar as taxas de fertilidade.

O sémen fresco de carneiros pode ser mantido de 28 a 30 °C puro ou diluido por um
periodo ndo superior a 30 e 60 minutos, respectivamente (Gibbons et al., 2019). Por outro lado,
taxas de prenhez de ovelhas foram inferiores quando o sémen fresco foi utilizado a partir de 60
minutos em inseminacdo artificial por laparoscopia (Korkmaz et al., 2017). Nesse sentido, a
determinacdo da melhor concentracao e tempo exposicdo do sémen ao BDNF poderia preservar
a qualidade do sémen ao longo do tempo da manipulagdo, especialmente por haver uma
mitigacdo dos efeitos deletérios oriundos da manipulacéo e pelo auxilio no metabolismo dos
espermatozoides, mantendo a qualidade do sémen e aumentando as taxas de prenhez apds do
seu uso nas biotecnologias da reproducéo.

4.5. Conclusao

Conclui-se que a adicdo do BDNF na concentracdo de 10 pg/L durante 30 minutos
melhora a qualidade do sémen de carneiros.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Estratégias para mitigar os efeitos do estresse oxidativo ao sémen de carneiros séo
importantes para a eficiéncia dos programas de reproducdo assistidada associados a este
germoplasma ja que, quando em excesso, pode comprometer a qualidade espermatica e,
consequentemente, afetar a fertilidade.

Este foi o primeiro trabalho a investigar os efeitos da adicdo e de tentar definir a
concentracdo e tempo de exposi¢do ao fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) ideais
para manter ou melhorar a qualidade do sémen de carneiros. Os beneficios da adicdo do BDNF
que foram verificados neste trabalho podem impactar positivamente a fertilidade de carneiros
mitigando os efeitos deletérios oriundos das etapas de colheita, manipulacdo e processamento
do sémen. Essa adicdo pode fortalecer os espermatozoides para melhor enfrentar os processos
de regrigeracdo e congelacdo, garantindo uma qualidade superior das amostras de sémen
refrigerado e congelado para uso em técnicas de reproducdo assistida, a exemplo da
inseminacao artificial e fertilizacdo in vitro.
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Tabela 1. Médias + desvio padrdo dos pardmetros esperméticos do sémen fresco de carneiros submetido a diferentes
concentracdes do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF).

Concentracdes de BDNF (pg/L)

Parametros 0 10 20 40 80

MT (%) 71,82+13,77 66,38+20,60 61,47+18,77 56,92+22,27 50,21+28,79
MP (%) 24,88+19,20 27,45+27,03 19,76+24,62 17,95+23,94 20,23+25,86
VCL (um/s)  146,03+25,52 156,03+14,23 146,07+19,52 144,73+21,58 133,87+42,28
VSL (um/s) 79,83+23,60 95,32+17,56 81,61+21,95 79,09+21,16 74,16+29,99
VAP (um/s) 92,02+28,03 105,01+19,54 91,14+23,70 89,59+25,41 83,27+29,32
LIN (%) 54,67+7,69 61,42+7,95 55,88+9,24 54,72+7,41 52,92+13,03
STR (%) 82,73+12,60 90,64+3,43 89,22+2,99 88,23+2,83 84,60+17,10
WOB (%) 62,23+8,21 67,31+7,48 62,14+8,75 61,48+8,00 61,61+5,52
ALH (um) 2,96+0,35 2,90+0,42 2,92+0,58 2,94+0,48 2,46+1,08
BCF (Hz) 21,1242,95 27,78+4,54 21,40+8,79 24,95+3,58 23,11+10,14
HYPER (%) 5,86+5,63 3,86+4,68 2,97+3,77 3,07+4,13 2,1746,15
RAP (%) 8,89+13,56 11,04+16,11 8,25+16,42 6,81+13,12 7,34+14,12
HOST+ (%) 56,60+10,00P 74,80+27,80° 61,20+7,94° 53,60+5,05" 60,90+4,34°
IMP+ (%) 48,80+4,70° 76,80+2,822 41,80+4,02° 43,90+12,26 33,80+9,12¢
EO — (%) 38,20+14,92° 68,40+6,052 35,10+3,72° 37,60+6,85" 34,80+18,77°
PMM+ (%) 48,0+10,81° 75,80+5,942 42,30+7,54° 41,5045,52° 29,3045,05°

MT — motilidade total; MP — motilidade progressiva; VCL — velocidade curvilinear; VSL — velocidade em linha reta; VAP
—velocidade do percurso médio; LIN — linearidade; STR — retilinearidade; WOB — indice de oscilacdo dos espermatozoides;
ALH — amplitude do deslocamento lateral da cabeca; BCF — frequéncia de batimento flagelar cruzado; HYPER —
hiperatividade; RAP — rapidos; HOST+ — membrana plasmatica funcional; IMP+ membrana plasmatica integra; EO- — sem
estresse oxidativo; PMM+ — alto potencial de membrana mitocondrial. Letras mintsculas sobrescritas na mesma linha
diferem significativamente (P<0,05).
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Tabela 2. Médias + desvio padrdo dos parametros espermaticos do sémen fresco de carneiros
submetido a diferentes tempos de exposi¢cdo ao fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF).

Tempo de exposi¢do (min)

Parametros

TO T30

MT (%) 72,31+18,562 50,40+19,08°
MP (%) 36,17+25,172 7,94+7,67°
VCL (um/s) 158.92+20,212 131,77+24,35°
VSL (um/s) 94,11+20,75? 69,89+18,96°
VAP (um/s) 105,99+24,20? 78,42+17,66°
LIN (%) 59,667,492 52,18+9,57°
STR (%) 87,30+8,82 86,87+10,82
WOB (%) 66,39+7,872 59,52+5,65°
ALH (um) 2,83+0,36 2,85+0,83
BCF (Hz) 24,32+7,94 23,02+7,29
HYPER (%) 5,735,242 2,27+3,71°
RAP (%) 15,75+16,99 1,18+1,95
HOST+ (%) 60,18+17,41 62,62+22,17
IMP+ (%) 50,40+16,31 47,64+16,89
EO- (%) 45,20+18,23 40,44+18,23
PMM+ (%) 48,60+15,49 46,24+18,83

TO e T30 — tempos de exposicdo ao BNDN de aproximadamente 5 minutos e de 30 minutos
respectivamente; MT — motilidade total; MP — motilidade progressiva; VCL — velocidade
curvilinear; VSL — velocidade em linha reta; VAP — velocidade do percurso médio; LIN —
linearidade; STR — retilinearidade; WOB — indice de oscilagdo dos espermatozoides; ALH —
amplitude do deslocamento lateral da cabeca; BCF — frequéncia de batimento flagelar cruzado;
HYPER - hiperatividade; RAP — rapidos; HOST — membrana plasmatica funcional; IMP+ —
membrana plasmatica integra; EO- — sem estresse oxidativo; PMM+ —alto potencial de membrana
mitocondrial. Letras minudsculas sobrescritas na mesma linha diferem significativamente (P<0,05).
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Figura 3. Efeito da interacdo entre diferentes concentragdes e tempos de
exposicdo ao BDNF sobre a funcionalidade da membrana - HOST+.
Diferentes letras mailsculas indicam diferencas entre as interagdes. TO e
T30 — tempos de exposi¢do ao BNDN de aproximadamente 5 minutos e de

30 minutos respectivamente.
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