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RESUMO 

OLIVEIRA, Matheus Batista de. Influência do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) 

na qualidade do sêmen de carneiros. São Cristóvão: UFS, 2024. 38 p. (Dissertação – Mestrado 

em Agricultura e Biodiversidade).* 

 

O grupo de proteínas pertencentes às neurotrofinas tem apresentado papel importante no 

desenvolvimento dos tecidos reprodutivos e uma ação antioxidante em espermatozoides. O 

objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adição de diferentes concentrações e tempos 

de exposição ao fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) na qualidade do sêmen de 

carneiros. Um ejaculado de cada carneiro da raça Santa Inês (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 sêmen de cada ejaculado foram submetidas à diferentes 

concentrações (0; 10; 20; 40 e 80 µg/L) e tempos de exposição (T0 e T30 minutos) ao BDNF. 

Em seguida foram analisadas quanto aos parâmetros espermáticos de cinética computadorizada 

(CASA) e o percentual de espermatozoides com membrana plasmática funcional pelo teste 

hiposmótico (HOST+) e íntegra (IMP+; SYBR-Green/Iodeto de propídio), 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 interação entre as cinco concentrações 

(Fator 1) e os dois tempos de exposição (Fator 2) ao BDNF. Utilizou-se um modelo misto 

(PROC MIXED) seguindo um delineamento fatorial 5x2, e os efeitos dos fatores e suas 

interações foram avaliados pelo Teste F. As diferenças entre os grupos experimentais foram 

determinadas pelo teste de Tukey. Dados que não apresentaram distribuição normal foram 

submetidos a transformação pelo arco seno da raiz quadrada. Aqueles que mesmo após a 

transformação não foram normalizados foram submetidos a análises não-paramétricas 

utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn. Todas as 

avaliações foram feitas considerando-se 95% de confiança (SAS®). A concentração de BDNF 

influenciou a qualidade do sêmen sendo que 10 µg/L apresentou os maiores percentuais de 

espermatozoides com HOST+, IMP+, PMM+ e EO-. O tempo de exposição também teve 

influência sobre a qualidade do sêmen sendo que o T30 reduziu os valores médios da maioria 

dos parâmetros cinéticos, mas não influenciou os parâmetros HOST+, IMP+, PMM+ e EO-. A 

interação entre a concentração de 10 µg/L de BDNF e o T30 aumentou o percentual de 

espermatozoides com membrana plasmática funcional em relação às outras interações. Conclui-

se que a adição do BDNF na concentração de 10 µg/L durante 30 minutos melhora a qualidade 

do sêmen de carneiros.  

 

Palavras-chave: Antioxidantes, Cinética espermática, Membrana plasmática, Neurotrofinas, 

Ovinos.  

 

___________________ 
 

* Comitê 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. São Cristóvão: 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 Inês 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 µg/L) and 

exposure times (T0 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 Iodide), 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 µg/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 µg/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 µg/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). 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) é uma proteína essencial para o 

desenvolvimento, função e sobrevivência das células neuronais e pode contribuir para 

manutenção da qualidade de células reprodutivas e proteção contra danos oxidativos (Skaper, 

2012). A proteção contra esses danos oxidativos ocorre pela capacidade do BDNF de proteger 

as células contra os radicais livres (Li et al., 2016). Assim, a presença dessa proteína no sêmen 

está associada à redução dos níveis de óxido nítrico e ao aumento da motilidade, assim como 

redução da peroxidação lipídica, contribuindo para a manutenção da fluidez da membrana 

plasmática e viabilidade espermática (Safari et al., 2017). Além disso, o BDNF também 

estimula a produção de enzimas antioxidantes, como a superóxido 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 são particularmente vulneráveis ao estresse oxidativo 

devido à presença elevada de ácidos graxos poli-insaturados na membrana plasmática (Bucak 

et al., 2007). A elevada concentração de Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) no sêmen 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 é um processo que ocorre quando há um desequilíbrio entre a 

produção de EROs e a capacidade antioxidante do organismo (Barbosa et al., 2010). Este 

desequilíbrio provoca danos às células de um modo geral e os espermatozoides também são 

vulneráveis pela limitada capacidade intrínseca de mitigar parcial ou totalmente a produção de 

EROs e de prevenir a peroxidação excessiva dos substratos (Silva, 2006) justificando a 

necessidade de proteção exógena (Taylor, 2001). Neste sentido, substâncias com ação 

antioxidantes têm um papel crucial na prevenção do estresse oxidativo, mantendo a integridade, 

funcionalidade e capacidade de fertilização dos espermatozoides (Ashrafzadeh et al., 2013; 

Najafi et al., 2017). 

A incorporação de antioxidantes ao sêmen, a exemplo do BDNF, pode desempenhar um 

papel crucial na preservação da qualidade espermática, promovendo a proteção contra o estresse 

oxidativo e, consequentemente, melhorando a motilidade espermática, integridade e 

funcionalidade da membrana plasmática. A melhora nesses parâmetros espermáticos pode 

representar um aumento no desempenho reprodutivo de carneiros por meio do impacto positivo 

gerado à qualidade do sêmen e das tecnologias associadas de conservação como a refrigeração 

e criopreservação, assim como de uso a exemplo da inseminação artificial (IA) e da fertilização 

in vitro.  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 O BDNF e o seu papel no sistema nervoso 

 

 Foi identificado um fator neurotrófico que desempenhava um papel fundamental na 

sobrevivência e no crescimento dos gânglios da raiz dorsal em embriões de galinha, sendo 

posteriormente denominado fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) após sua 

purificação (Barde et al., 1982). 

O BDNF é o segundo membro da família 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 têm explorado diversos aspectos da sinalização 

do BDNF no sistema nervoso central, bem como seu papel crucial no desenvolvimento neuronal 

e na plasticidade sináptica (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 

sináptica é um mecanismo pelo qual se produz mudanças no número e na intensidade de 

conexões sinápitcas em consequência do seu uso (Castrén; Antila, 2017) e é um aspecto 

importante por exemplo na compreensão e tratamento de distúrbios psiquiátricos (Lu, 2003; 

Autry; Monteggia, 2012; Park et al., 2014; Kowiański et al., 2018).  

No sistema nervoso o BDNF é sintetizado nos corpos celulares de neurônios e células 

gliais, sendo distribuído e produzido predominante por todo o cérebro, com expressão mais 

proeminente no hipocampo e no córtex (Merriti et al., 2020). Nos neurônios o transcrito do 

BDNF passa por tradução, resultando no pré-pró-BDNF, que é posteriormente clivado para 

formar o precursor pró-BDNF (Wang et al., 2022). O pré-BDNF estimula ou induz a apoptose 

neural e depressão sináptica pela ativação de pró-BDNF e do receptor de neurotrofinas p75 

(Numakawa; Odaka, 2021; Yaneva-Sirakova et al., 2023). O BDNF maduro estimula a 

sobrevivência neural, auxiliando seu crescimento e neuroplasticidade através da ativação do 

complexo BDNF e do receptor de tirosina quinase B (TrkB; Alam et al., 2016).  

Quando clivado intracelularmente, o BDNF pode ser encapsulado em vesículas de 

densidade central, que são transportadas para terminais axônicos e compartimentos dendríticos 

(Gao et al., 2022). O BDNF assim como outras neurotrofinas, possui uma carga positiva em pH 

fisiológico, o que facilita sua ligação à membrana celular e à matriz extracelular, ampliando sua 

capacidade de difusão após a secreção (Park et al., 2013). Ele tem alta afinidade pelo receptor 

TrkB, desencadeando vias de sinalização que modulam diversos processos sinápticos. O TrkB 

é encontrado em células gliais, corpos celulares neuronais, terminais pré-sinápticos e em locais 

específicos nos dendritos pós-sinápticos (Andreska et al., 2020; Niu et al., 2023).  

A ativação do TrkB pelo BDNF desencadeia importantes vias a jusante na função e na 

sobrevivência de neurônios (Bilanges et al., 2019). Essa ativação ocorre por meio da 

fosforilação dos resíduos de tirosina do TrkB, resultando na ativação do domínio homólogo 2 

de Src (SH2) e na fosforilação da fosfolipase C-γ (PLC-γ), da fosfatidilinositol-3 quinase/alvo 

mecanístico da rapamicina (PI3K/mTOR; Zhang et al., 2019) e das vias de proteína quinase 

ativada por mitógeno/quinase regulada por sinal extracelular (MAPKn/ERK; De Vicenti et al., 

2019). A ativação da via PI3K/mTOR promove a sobrevivência neuronal, enquanto a 

sinalização MAPK/ERK apoia a plasticidade sináptica e a função neuronal. A ativação da via 

PLC-γ resulta na geração de trifosfato de inositol (IP3) e na subsequente liberação dos estoques 

internos de cálcio, influenciando processos como a plasticidade sináptica (Figura 1; Johnestone; 

Mobley, 2020). 

Figura 1. Visão geral da sinalização do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) através dos receptores TrkB. TrkB 

– tirosina quinase B; PLCy – fosolipase C; IP3 – Inositol 3 fosfato; DAG – diacilglicerol; MAPK/ERK – Proteína quinase 

ativada por mitógeno/quinase regulada por sinal extracelular; PI3K – fosfatidilinositol-3-cinase; CamK – calmodulina 

quinase; CaM – calmodulina; CREB - elemento de resposta ao AMPc/fator de transcrição. 
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2.2 O BDNF e o seu papel na reprodução 

 

O BDNF já foi identificado em vários tipos de células animais, a exemplo de células 

femininas no sistema mamário (Colliti et al., 2015), folículo ovariano (Qin et al., 2022), 

granulosa (Silva et al., 2006), cummulus (Li et al., 2015; Cacialli et al., 2018), e em células 

masculinas como de Sertoli (Tan et al., 2022), Leydig (Koeva; Davidoff, 2002), próstata 

(Krygier; Djakiew, 2002) e em espermatozoides (Li et al., 2012).  

Em fêmeas, o incremento da concentração do BDNF gerou uma maior proporção de 

oócitos maturos, sendo esse efeito decorrente da expressão de genes ligados a ovulação, 

estereidogênese, luteólise e à maturação oocitária possibilitando o desenvolvimento de 

embriões com melhor qualidade (Chen et al., 2019). Já em galinhas, o BDNF e seu receptor 

TrkB foram expressos, atuando de forma parácrina em células do folículo ovariano, cuja função 

fisiológica está ligada a modulação da esteroidogênese (Jensen; Johnson, 2001). Nos machos o 

BDNF e seus receptores agem de forma parácrina e, por serem encontrados em células 

germinativas, foi identificada sua função na espermatogênese (Li; Zhou, 2013) cumprindo um 

papel na maturação dessas células e produção de esteroides (Mruk; Cheng, 2004; Svechnikov 

et al., 2010).  

Esse efeito está diretamente relacionado à capacidade de fertilidade dos 

espermatozoides que é dependente de uma série de reações biológicas complexas (Bansal; 

Bilaspuri, 2011). Dentre elas, as bioquímicas que são controladas pela ação de diferentes 

proteínas (Ashrafzadeh et al., 2013), as quais tem funções sobre as características estruturais e 

funcionais dos espermatozoides como a cinética, capacitação e a interação com o oócito 

(Ashrafzadeh et al., 2013; Sáez-Esinosa et al., 2020).  

 A adição do BDNF no sêmen de bovinos aumentou motilidade, porém não foi observado 

um efeito positivo sobre a atividade mitocondrial e a viabilidade espermática (Li et al., 2012). 

A diminuição na viabilidade espermática pode ter sido devida à regulação negativa da 

sinalização BDNF/TrkB e da via de sinalização PI3K/Akt. Embora a presença dessas 

substâncias no ejaculado permita a ativação da via de sinalização intracelular fosfatildinositol-

3 quinase e proteína quinase B (PI3K/Akt) que está relacionada à sobrevivência celular e sinais 

antiapoptóticos (Tan et al., 2022), até então não foram realizadas pesquisas para investigar a 

concentração ideal que promova os melhores benefícios ao sêmen de carneiros.  

 No sêmen fresco de humanos, a adição de BDNF reduziu os níveis de óxido nítrico e 

incrementou a atividade mitocondrial, motilidade e reduziu o conteúdo de peroxidação lipídica 

pela redução das EROs ajudando a manter a fluidez da membrana plasmática dos 

espermatozoides e a viabilidade (Safari et al., 2017). Estes benefícios podem ser atribuídos aos 

mecanismos moleculares como a ativação de enzimas antioxidantes e das vias de sinalização 

intracelular da PI3K-Akt, cujo efeito está relacionado com a manutenção da motilidade, 

viabilidade e o potencial de membrana mitocondrial (Gallardo Bolanos et al., 2014), assim 

como na inibição de caspases (Najafi et al., 2017) que estão envolvidas no processo de 

inflamação, apoptoses e morte celular (Van Opdenbosh; Lamkanfi, 2019). No sêmen congelado 

de humanos, foi demonstrado que a adição do BDNF nos meios de congelação e descongelação 

proporcionou aumento na motilidade espermática, viabilidade e capacidade de fertilização 

(Najafi et al., 2017).  

 Os mecanismos envolvidos nos efeitos da adição do BDNF podem ser compreendidos 

a partir do conhecimento das vias de sinalização que podem ser ativadas (Figura 2). A partir da 

ligação do BDNF com o receptor TrkB, ocorre uma fosforilação em vários locais que leva à 

ativação de vias a jusante, a exemplo da via PI3K que ativa a Akt, levando à sobrevivência 

celular. A via MAPK/ERK leva ao crescimento e diferenciação celular e a via PLCy ativa o 

receptor de inositol trifosfato (IP3) para liberar reservas intracelulares de cálcio, levando ao 

aumento da atividade da calmodulina quinase (CamK) e aumento da motilidade espermática. 
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Todas as três vias convergem para o fator de transcrição CREB, que pode regular positivamente 

a expressão gênica (Autry; Monteggia, 2012).   

Embora tenham sido relatados inúmeros benefícios associados à identificação e adição 

do BDNF em vários 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), búfalos (Zhao et al., 

2019), ainda não foram realizados estudos para investigar o efeito da adição dessa proteína 

sobre a qualidade dos espermatozoides de carneiros 
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4. ARTIGO  

EFEITO DE CONCENTRAÇÕES E TEMPOS DE EXPOSIÇÃO AO FATOR 

NEUROTRÓFICO DERIVADO DO CÉREBRO (BDNF) NA QUALIDADE DO SÊMEN 

DE CARNEIROS  

 

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

 

RESUMO  

Objetivou-se avaliar o efeito da adição de diferentes concentrações e tempos de exposição ao 

fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) na qualidade do sêmen de carneiros. Amostras 

de sêmen de carneiros (n=5) foram submetidas à diferentes concentrações (0; 10; 20; 40 e 80 

µg/L) e dois tempos de exposição (T0 e T30 minutos) ao BDNF. Foram avaliados a cinética 

computadorizada (CASA) e o percentual de espermatozoides com membrana plasmática 

funcional pelo teste hiposmótico (HOST+) e íntegra (IMP+; SYBR-Green/Iodeto de propídio), 

sem estresse oxidativo (EO-; CellROX®) e com alto potencial de membrana mitocondrial 

(PMM+; JC-1). Foi observado um efeito significativo das concentrações de BDNF sobre 

HOST+, IMP+, EO- e PMM+. O tempo de exposição influenciou os parâmetros CASA: 

motilidade total e progressiva; velocidades curvilínea (VCL), em linha reta (VSL) e do percurso 

médio (VAP), linearidade (LIN) e o índice de oscilação (WOB). A concentração de 10 µg/L 

apresentou maior HOST+, IMP+, EO- e PMM+. O tempo de exposição de 30 minutos reduziu 

os valores médios da maioria dos parâmetros cinéticos, mas manteve estável os demais 

parâmetros. A interação entre a concentração de 10 µg/L de BDNF e o T30 aumentou o 

percentual de espermatozoides com membrana plasmática funcional em relação às outras 

interações. Conclui-se que a adição do BDNF na concentração de 10 µg/L durante 30 minutos 

melhora a qualidade do sêmen de carneiros.  

 

Palavras-chave: Antioxidantes, Cinética espermática, Membrana plasmática, Neurotrofinas, 

Ovinos.  
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4.1 Introdução 

 

A peroxidação lipídica no sêmen é desencadeada pelo desequilíbrio entre substâncias 

antioxidantes e oxidantes presentes e que resulta no aumento da produção de Espécies Reativas 

de Oxigênio - EROs (Guerra et al., 2004) que podem provocar alterações metabólicas e 

funcionais aos espermatozoides (Agarwal et al., 2005). Os espermatozoides de carneiros são 

particularmente vulneráveis ao estresse oxidativo devido à presença elevada de ácidos graxos 

polinsaturados na membrana plasmática (Bucak et al., 2007) fazendo com que eles sofram 

maiores danos devido à peroxidação lipídica (Nascimento et al., 2018). Elevadas concentrações 

de EROs no sêmen produzidas a partir da peroxidação lipídica 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 manipulação do sêmen, os espermatozoides são expostos 

à diferentes condições ambientais que podem acentuar o estresse oxidativo (Peña et al., 2009; 
Cocchia et al., 2011) com formação de EROs que comprometem a qualidade espermática 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 prevenção, inibindo a produção de 

EROs, na interceptação, interrompendo as reações em cadeia e na reparação, 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 espermática no sêmen 

de carneiros à medida que atenua os efeitos negativos do estresse oxidativo.  

Para compensar a limitada capacidade intrínseca dos espermatozoides em mitigar os 

efeitos deletérios da presença de EROs e prevenir a peroxidação lipídica (Silva, 2006) tem sido 

preconizada medidas de proteção exógena (Taylor, 2001) com a adição de substâncias 

antioxidantes ao sêmen (Masoudi et al., 2023) a exemplo do fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF) (Li et al., 2012). O BDNF é uma proteína essencial para o desenvolvimento, 

função e sobrevivência das células neuronais e pode contribuir para manutenção da qualidade 

de células reprodutivas por meio da proteção contra danos oxidativos (Skaper, 2012). Em 

humanos, a adição do BDNF no sêmen foi inversamente relacionada aos níveis de estresse 

oxidativo (Zhang et al., 2019).  

A manipulação do sêmen in natura e o tempo que isso leva pode comprometer a sua 

qualidade por predispor a formação de EROs que prejudicam os espermatozoides. Além dos 

potenciais prejuízos ao sêmen in natura que pode ser utilizado como material genético nesta 

condição sem ser processado, estes fatores também podem prejudicar a qualidade do sêmen 

refrigerado e congelado destinados a uso em biotécnicas da reprodução a exemplo da 

inseminação artificial (IA) que são submetidos a um número maior de etapas de manipulação.  

A análise da efetividade e a definição da melhor concentração de BDNF a ser adicionada 

ao sêmen de carneiros pode representar um avanço significativo na preservação da sua 

qualidade. Além disso, compreender como se dá o efeito sobre os espermatozoides nas 

diferentes concentrações de BDNF ao longo do tempo de exposição poderá abrir perspectivas 

de desenvolvimento de metodologias adequadas para sua adição ao sêmen de carneiros. Nesse 

sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da adição de diferentes concentrações 

e tempos de exposição do BDNF na qualidade do sêmen de carneiros. 

 

4.2. Material e Métodos 

 

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) da Embrapa Tabuleiros Costeiros, unidade da Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) com o número de protocolo 0035/2020. 
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4.2.1. Animais experimentais e manejo 

 

Foram utilizados cinco (n=5) carneiros sexualmente maduros do Núcleo de 

Conservação de ovinos da raça Santa Inês 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 à 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. Após esse período, os animais permaneciam em estábulo 

coberto para pernoitar das 16h00 às 07h00, onde recebiam suplementação alimentar com 

volumoso (50%) de silagem de milho e concentrado (50%) à base de farelo de soja e farelo de 

milho, com disponibilidade de sal mineral e água ad libitum durante todo dia. 

 

4.2.2. Colheita e processamento de sêmen  

 

A colheita do sêmen foi feita pelo método da vagina artificial modelo LABRA-2020 

(Molina et al., 2022) com água aquecida (~ 52ºC), utilizando-se como manequim uma ovelha 

em estro natural. Os ejaculados foram coletados em tubos (50 mL) pré-aquecidos (37ºC) e 

depois transferidos para tubos graduados (15 mL) e mantidos em banho–maria (37°C). Os 

ejaculados foram submetidos às seguintes avaliações seguindo-se recomendações do CBRA 

(CBRA, 2013): volume (mL), vigor espermático (0 a 5), motilidade espermática total (0 a 

100%), concentração espermática (x106sptz/mL) e número total de espermatozoides (x109sptz). 

O vigor e a motilidade espermática foram avaliados por meio da microscopia óptica, com uma 

amostra de sêmen (10 μL) colocada entre lâmina e lamínula e levada ao microscópio óptico 

(Olympus Optica Co. Tokyo, Japão) em uma magnitude de 400 vezes. A concentração 

espermática foi mensurada adicionando-se uma alíquota de sêmen (10 μL) em água destilada 

na proporção 1:400 realizando-se a contagem dos espermatozoides em câmara de Neubauer, 

em microscópio óptico (Olympus Optica Co. Tokyo, Japão) com magnitude de 400 vezes. O 

número total de espermatozoides foi determinado por meio da multiplicação da concentração 

espermática pelo volume total ejaculado. Apenas aqueles ejaculados com valores de vigor ≥ 3,0 

e de motilidade ≥ 70% foram selecionados para o experimento. 

Amostras de sêmen foram removidas de cada ejaculado e diluídas em solução contendo 

BDNF (Thermo-Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) e salina fosfatada (PBS) mantendo-se 

uma concentração espermática final de 200 espermatozoides/mL. Foram formados os seguintes 

grupos que variaram quanto à concentração final do BDNF: 0 µg/L (controle); 10 µg/L; 20 

µg/L; 40 µg/L e 80 µg/L. Os grupos experimentais foram submetidos a análises espermáticas 

após serem expostos por ± 5 minutos que foi considerado o tempo inicial (T0) e após 30 minutos 

(T30) de exposição sob incubação em banho–maria a 37°C. 

 

4.2.3. Análises espermáticas 

 

a) Cinética espermática  

 

Amostras de sêmen (5 µL) dos grupos experimentais foram diluídas a uma concentração 

de 20 x 106 espermatozoides/mL em solução avaliadora pré-aquecida a 37 ºC (Azevedo, 2006) 

para avaliação da cinética espermática pela Análise Espermática Assistida por Computador 

(CASA). Depois de homogeneizadas e mantidas a 37 °C por 5 minutos, foram pipetadas 

alíquotas de 2 µL das amostras diluídas para uma câmara de Makler® (Sefi-Medical 

Instruments, Haifa, Israel) pré-aquecida a 37 °C, para captura e análise de imagens por meio de 

uma câmera de vídeo (Basler ace acA1300-200um, Ahrensburg, Alemanha) conectada a um 

microscópio com contraste de fase (Nikon® 50i, Japão), sob aumento de 100 vezes. A captura 

foi feita a uma velocidade de 203 frames/segundo, com seleção manual de cinco campos 
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equidistantes de um mesmo ponto central, capturando-se no mínimo 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. Versão 6.5, Barcelona, Espanha).  

Foram analisados os parâmetros cinéticos motilidade total (MT), motilidade progressiva 

(MP), velocidade curvilínea (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 cabeça (ALH), frequência de batimento flagelar cruzado 

(BCF) e índice de oscilação (WOB = VAP/VCL x 100). Foram considerados como móveis 

apenas aqueles espermatozoides que apresentaram valores de VCL ≥ 20µm/segundo. Os 

espermatozoides móveis foram ainda classificados como rápidos (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 

parâmetros de cada espermatozoide das amostras para anlálise. 

 

b) Funcionalidade da membrana plasmática  

 

Foi avaliada a funcionalidade da membrana plasmática dos espermatozoides por meio 

do teste hiposmótico (HOST; Jeyendran et al., 1984), que se baseia na observação das caudas 

enroladas ou inchadas dos espermatozoides após exposição a uma solução hiposmótica de 100 

mOsm (9 g de frutose e 4,9 g de citrato de sódio por litro de água Mili Q). O procedimento 

consistiu em incubar 10 µL de sêmen com 100 µL da solução hiposmótica a 37°C por 60 

minutos. Após a incubação, 20 µL da mistura foram adicionados em lâmina-lamínula para 

posterior visualização em microscópio óptico equipado com contraste de fase (Nikon 50i, 

Japão) sob ampliação de 1000x em óleo de imersão. Foi realizada uma subtração dos valores 

obtidos com o percentual de espermatozoides com cauda dobrada ou enrolada na análise de 

morfologia espermática. Foram contados 200 espermatozoides por amostra, considerando 

aqueles com cauda enrolada ou inchada como possuidores de membrana plasmática funcional 

(HOST+). 

 

c) Integridade de membrana plasmática  

 

Para a análise da integridade de membrana plasmática dos espermatozoides (IMP) uma 

alíquota de sêmen (5 µL) foi submetida à associação dos fluorocromos SYBR– 14 e iodeto de 

propídio (20 mM), contidos no kit de ensaio disponível comercialmente Live/Dead Sperm 

Viability (Molecular Probes Inc., OR, USA). Foi realizada a leitura de 200 espermatozoides 

sob imersão em óleo, com magnitude de 1000 vezes, em microscópio de epifluorescência 

(Nikon® 50i, Japão), usando o filtro com comprimento de onda de excitação de 450–490 e de 

emissão de 515 nanômetros. As membranas plasmáticas dos espermatozoides foram 

classificadas como: íntegras (cabeça corada de verde) e lesadas (cabeça corada de vermelho) 

sendo os resultados expressos em percentual de espermatozoides com membrana plasmática 

íntegra (IMP+). 

 

d) Estresse oxidativo 

 

O estresse oxidativo (EO) foi avaliado utilizando a sonda fluorescente CellROX Green 

(Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) em uma concentração final de 5 µM (Castro et al., 

2016). Esta sonda penetra na célula e, quando oxidada por radicais livres intracelulares, se liga 

ao DNA, emitindo uma fluorescência verde intensa (Castro et al., 2016). Foi realizada a leitura 

de 200 espermatozoides sob imersão em óleo, com magnitude de 1000 vezes, em microscópio 

de epifluorescência (Nikon® 50i, Japão), usando o filtro com comprimento de onda de 

excitação de 450–490 e de emissão de 515 nanômetros. Os espermatozoides foram classificados 

de acordo com a intensidade da coloração verde observada na cabeça como possuindo (verde 
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intenso) ou não (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 coloração com JC-1 (5,50,6,60-tetracloro-1,10,3,30-iodeto de tetraetil-

benzimidazolil-carbocianina, T3168, Invitrogen), seguindo protocolo descrito por Oztürk et al. 

(2020). Foi preparada uma solução estoque de JC-1 (1,53 mM) em solução de dimetilsulfóxido 

que após a filtração foi armazeneda a -20 ºC. Em seguida, foram misturados 300 μL da amostra 

de sêmen com 2,5 μL de JC-1 sendo esta mistura foi incubada a 37ºC, no escuro, por 15 minutos 

Uma gota da amostra (2,5 μL) foi colocada entre lâmina e lamínula para serem 

examinados 200 espermatozoides com uma ampliação de 400 vezes, utilizando um microscópio 

de fluorescência (Nikon® 50i, Japão), equipado com filtro com comprimento de onda de 

excitação de 450–490 e de emissão de 515 nanômetros. A fluorescência amarela ou laranja 

emitida pela peça intermediária indicava alto potencial de membrana mitocondrial. Por outro 

lado, a coloração verde da peça intermediária 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 análise estatística  

 

Para estudar os efeitos da concentração de BDNF (fator 1), tempos de exposição (fator 

2) e da interação entre eles, os dados foram submetidos à estatística paramétrica e não 

paramétrica. Para determinar o cumprimento dos pressupostos necessários para aplicação de 

estatística paramétrica os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e 

homocedasticidade (Hartley). Os dados que não apresentaram distribuição normal e 

homocedasticidade foram transformados pelo arco seno da raiz quadrada. Aqueles que 

apresentaram distribuição normal e homocedasticidade antes (MT, VCL, VSL, VAP, LIN, 

ALH e WOB) e após terem sido transformados (MP, BCF, HYPER, RAP, IMP+, PMM+) 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) pelo Teste F e, posteriormente, foi aplicado 

o teste post-hoc de Tukey para comparar as médias entre si. 

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

 

Yij = μ + Ti + βj + (Tβ) ij + εij 

 

Onde: Yij é a variável dependente ou parâmetro espermático, μ é a média de todas as 

observações, Ti representa o efeito das concentrações de BDNF (0, 10, 20, 40 and 80µg/L), βj 

é o efeito dos tempos de exposição ao BDNF (T0 e T30), (Tβ) ij representa o efeito da interação 

entre as concentrações e os tempos de exposição ao BDNF, e εij representa o erro experimental 

Para os parâmetros que mesmo após a transformação permaneceram sem distribuição 

normal (STR, EO- e HOST+) foi aplicada estatística não paramétrica, utilizando-se uma análise 

de variância pelo teste de Kruskal-Wallis com o teste post-hoc de Dunn. Todas as avaliações 

foram feitas considerando-se 95% de confiança e usando-se o SAS® (Versão 9.1). 

 

 4.3 Resultados  

 

Os resultados relativos aos parâmetros de cinética espermática, funcionalidade e 

integridade de membrana plasmática, estresse oxidativo e potencial de membrana mitocondrial 

de acordo com as concentrações e com tempo de exposição ao BDNF e a interação entre estes 

dois fatores estão expostos respectivamente nas Tabelas 1 e 2, e na Figura 3. 
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Foi observado um efeito significativo (P<0,05) das concentrações de BDNF (Fator 1) 

sobre o HOST+, IMP+, EO- e PMM+. O tempo de exposição (Fator 2) influenciou 

significativamente (P<0,05) os parâmetros do CASA MT, MP, VCL, VSL, VAP, LIN, WOB e 

HYPER, mas não influenciou (P>0,05) o STR, ALH, BCF, RAP, HOST+, IMP+, EO- e PMM+. 

A interação entre as concentrações e os tempos de exposição ao BDNF influenciou (P<0,05) 

apenas o HOST.  

A concentração de 10 µg/L apresentou os maiores percentuais de espermatozoides com 

membrana plasmática funcional (HOST+) e íntegra (IMP+), sem estresse oxidativo (EO-) e 

com alto potencial de membrana mitocondrial (PMM+) em relação às outras concentrações de 

BDNF. O tempo de exposição de 30 minutos (T30) diminuiu significativamente (P<0,05) os 

valores de todos os parâmetros cinéticos que sofreram influência deste fator (MT, MP, VCL, 

VSL, VAP, LIN, WOB e HYPER). A análise dos efeitos das interações entre os fatores. 

entretanto, mostrou que a interação entre de 10 µg/L de BDNF e o T30 aumentou (P<0,05) o 

percentural de espermatozoides com membrana plasmática funcional (HOST+) em relação às 

outras interações.  

 

4.4. Discussão 

Esse foi o primeiro trabalho a investigar o efeito da adição de diferentes concentrações 

de BDNF e tempos de exposição sobre a qualidade do sêmen fresco de carneiros. Nesse trabalho 

foi observado que a adição da proteína BDNF conferiu efeitos positivos à qualidade espermática 

na concentração de 10 µg/L. Similarmente, a adição do BDNF no sêmen fresco de humanos em 

uma concentração semelhante a utilizada nesse trabalho (0,133 nM; aproximadamente 9,5 

µg/L) foi benéfica à qualidade espermática conforme foi observado nesse trabalho, a qual 

aumentou a atividade mitocondrial e motilidade além de reduzir a peroxidação lipídica, 

demostrando assim seu efeito contra danos oxidativos (Safari et al., 2018).  

Foi observado no presente estudo que níveis acima de 10 µg/L de BDNF (20, 40 e 80 

µg/L) não melhoraram a funcionalidade e integridade de membrana plasmática e o potencial de 

membrana mitocondrial nem diminuíram 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 ativação da SOD, estabilizando a concentração de EROs em níveis 

aceitáveis, prevenindo o estresse oxidativo nos espermatozoides (Najafi et al., 2017a; Najafi et 

al., 2017b).  

A adição simultânea do BDNF e seu antagonista no sêmen de bovinos levou a uma 

redução na atividade mitocondrial supostamente por sua atuação em regular o metabolismo 

espermático e o potencial de membrana mitocondrial, cujo efeito pode ser atribuído ao estímulo 

da ativação da via PI3K/Akt no espermatozoide (Li et al., 2012). A ativação dessa via pode 

manter a motilidade, viabilidade e a integridade do DNA e o potencial de membrana 

mitocondrial dos espermatozoides, inibindo a ativação das caspases e eventos ligados à 

apoptose (Almeida et al., 2005; Koppers et al., 2011; Bolanos et al., 2014), porém nesse estudo 

não foi observado efeito sobre a motilidade e nos outros parâmetros cinéticos. 

O fato da concentração de 10 µg/L de BDNF ter apresentado os melhores efeitos sobre 

a qualidade dos espermatozoides pode ser atribuído a regulação da expressão gênica que 

frequentemente segue uma resposta de dose-resposta, onde concentrações mais baixas podem 

resultar em modulações específicas e desejadas. Em concentrações superiores, embora o BDNF 

ainda possa ativar os receptores, a saturação ou ativação excessiva de outras vias de sinalização 

interligadas por retroatividade podem comprometer a expressão gênica (Kochen et al., 2022). 

Outro aspecto a ser considerado é a possibilidade de efeitos bifásicos, no qual concentrações 

elevadas de BDNF na primeira fase causem inicialmente uma resposta biológica benéfica, 

porém a segunda fase é caracterizada por um efeito adverso na mesma resposta biológica. Nesse 

sentido, concentrações mais altas podem induzir respostas celulares opostas às observadas em 

concentrações mais baixa (Jodynis-Liebert e Kujawska, 2020).  
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O fato de o tempo de exposição não ter alterado o percentual de espermatozoides com 

membrana plasmática funcional e íntegra, o estresse oxidativo e o potencial de membrana 

mitocondrial, pode ser explicado pela necessidade do BDNF requererer um período para 

interagir com os espermatozoides e modular suas funções. Processos de sinalização, reparo 

celular e adaptação fisiológica podem ser mais efetivamente desencadeados e sustentados 

durante um período prolongado de exposição, permitindo que o BDNF exerça seus efeitos 

positivos de maneira mais eficaz. Entretanto, a alteração na cinética espermática observada 

pode ser explicada pela redução no funcionamento dos espermatozoides que foi se esgotando 

ao longo do tempo que resultou na diminuição da motilidade e não de outras características 

relevantes da estrutura e função dos espermatozoides e, devido (Barranco et al., 2021; Petrone 

et al., 2023).  

A melhoria observada no percentual de espermatozoides com membrana plasmática 

funcional na interação entre a concentração de 10 µL e o tempo de exposição de 30 minutos em 

relação às outras interações pode ser explicada pela fisiologia dos espermatozoides que é 

influenciada pelo equilíbrio entre a regulação da homeostase iônica e a manutenção da 

funcionalidade da membrana celular (Bernardino et al., 2019). Concentrações menores e um 

tempo de exposição mais prolongado ao BDNF possivelmente garantiram um equilíbrio iônico 

e um período necessário para a fixação do BDNF nos receptores TrkB e desencadeamento de 

respostas intracelulares que auxiliaram na manutenção e proteção dos espermatozoides contra 

efeitos deletérios das EROs. Essa interação pode representar um aumento na disponibilidade de 

espermatozoides com membrana plasmática funcional capazes de suportar as condições 

adversas do ambiente uterino e, consequentemente, melhorar as taxas de fertilidade.  

O sêmen fresco de carneiros pode ser mantido de 28 a 30 °C puro ou diluído por um 

período não superior a 30 e 60 minutos, respectivamente (Gibbons et al., 2019). Por outro lado, 

taxas de prenhez de ovelhas foram inferiores quando o sêmen fresco foi utilizado a partir de 60 

minutos em inseminação artificial por laparoscopia (Korkmaz et al., 2017). Nesse sentido, a 

determinação da melhor concentração e tempo exposição do sêmen ao BDNF poderia preservar 

a qualidade do sêmen ao longo do tempo da manipulação, especialmente por haver uma 

mitigação dos efeitos deletérios oriundos da manipulação e pelo auxílio no metabolismo dos 

espermatozoides, mantendo a qualidade do sêmen e aumentando as taxas de prenhez após do 

seu uso nas biotecnologias da reprodução. 

 

4.5. Conclusão 

 

Conclui-se que a adição do BDNF na concentração de 10 µg/L durante 30 minutos 

melhora a qualidade do sêmen de carneiros.  
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Estratégias para mitigar os efeitos do estresse oxidativo ao sêmen de carneiros são 

importantes para a eficiência dos programas de reprodução assistidada associados a este 

germoplasma já que, quando em excesso, pode comprometer a qualidade espermática e, 

consequentemente, afetar a fertilidade.  

Este foi o primeiro trabalho a investigar os efeitos da adição e de tentar definir a 

concentração e tempo de exposição ao fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) ideais 

para manter ou melhorar a qualidade do sêmen de carneiros. Os benefícios da adição do BDNF 

que foram verificados neste trabalho podem impactar positivamente a fertilidade de carneiros 

mitigando os efeitos deletérios oriundos das etapas de colheita, manipulação e processamento 

do sêmen. Essa adição pode fortalecer os espermatozoides para melhor enfrentar os processos 

de regrigeração e congelação, garantindo uma qualidade superior das amostras de sêmen 

refrigerado e congelado para uso em técnicas de reprodução assistida, a exemplo da 

inseminação artificial e fertilização in vitro.  
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ANEXOS 

 
Tabela 1. Médias ± desvio padrão dos parâmetros espermáticos do sêmen fresco de carneiros submetido à diferentes 

concentrações do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF). 

 

Parâmetros 

Concentrações de BDNF (µg/L) 

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 (µm/s) 146,03±25,52 156,03±14,23 146,07±19,52 144,73±21,58 133,87±42,28 

VSL (µm/s) 79,83±23,60 95,32±17,56 81,61±21,95 79,09±21,16 74,16±29,99 

VAP (µm/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 (µm) 2,96±0,35 2,90±0,42 2,92±0,58 2,94±0,48 2,46±1,08 

BCF (Hz) 21,12±2,95 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 2,17±6,15 

RAP (%) 8,89±13,56 11,04±16,11 8,25±16,42 6,81±13,12 7,34±14,12 

HOST+ (%) 56,60±10,00b 74,80±27,80ª 61,20±7,94b 53,60±5,05b 60,90±4,34b 

IMP+ (%) 48,80±4,70b 76,80±2,82ª 41,80±4,02b 43,90±12,26bc 33,80±9,12c 

EO – (%) 38,20±14,92b 68,40±6,05ª 35,10±3,72b 37,60±6,85b 34,80±18,77b 

PMM+ (%) 48,0±10,81b 75,80±5,94ª 42,30±7,54b 41,50±5,52b 29,30±5,05c 

MT – motilidade total; MP – motilidade progressiva; VCL – velocidade curvilinear; VSL – velocidade em linha reta; VAP 

– velocidade do percurso médio; LIN – linearidade; STR – retilinearidade; WOB – índice de oscilação dos espermatozoides; 

ALH – amplitude do deslocamento lateral da cabeça; BCF – frequência de batimento flagelar cruzado; HYPER – 

hiperatividade; RAP – rápidos; HOST+ – membrana plasmática funcional; IMP+ membrana plasmática íntegra; EO- – sem 

estresse oxidativo; PMM+ – alto potencial de membrana mitocondrial. Letras minúsculas sobrescritas na mesma linha 

diferem significativamente (P<0,05). 
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Tabela 2. Médias ± desvio padrão dos parâmetros espermáticos do sêmen fresco de carneiros 

submetido à diferentes tempos de exposição ao fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parâmetros 

Tempo de exposição (min) 

T0 T30 

MT (%) 72,31±18,56ª 50,40±19,08b 

MP (%) 36,17±25,17ª 7,94±7,67b 

VCL (µm/s) 158.92±20,21ª 131,77±24,35b 

VSL (µm/s) 94,11±20,75ª 69,89±18,96b 

VAP (µm/s) 105,99±24,20ª 78,42±17,66b 

LIN (%) 59,66±7,49ª 52,18±9,57b 

STR (%) 87,30±8,82 86,87±10,82 

WOB (%) 66,39±7,87ª 59,52±5,65b 

ALH (µm) 2,83±0,36 2,85±0,83 

BCF (Hz) 24,32±7,94 23,02±7,29 

HYPER (%) 5,73±5,24ª 2,27±3,71b 

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 

T0 e T30 – tempos de exposição 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 – índice de oscilação dos espermatozoides; ALH – 

amplitude do deslocamento lateral da cabeça; BCF – frequência de batimento flagelar cruzado; 

HYPER – hiperatividade; RAP – rápidos; HOST – membrana plasmática funcional; IMP+ –

membrana plasmática íntegra; EO- – sem estresse oxidativo; PMM+ – alto potencial de membrana 

mitocondrial. Letras minúsculas sobrescritas na mesma linha diferem significativamente (P<0,05). 
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Figura 3. Efeito da interação entre diferentes concentrações e tempos de 

exposição ao BDNF sobre a funcionalidade da membrana - HOST+. 

Diferentes letras maiúsculas indicam diferenças entre as interações. T0 e 

T30 – tempos de exposição ao BNDN de aproximadamente 5 minutos e de 

30 minutos respectivamente. 
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