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RESUMO

A caprinocultura leiteira possui grande relevancia socioecondmica no Brasil, especialmente na regido Nordeste, ¢ a criopreservagao
de sémen representa uma ferramenta essencial para o melhoramento genético por meio da inseminagdo artificial. No entanto, os
processos de congelamento e descongelamento induzem estresse oxidativo, comprometendo a funcionalidade espermatica. Nesse
contexto, o canabidiol (CBD), composto bioativo da Cannabis sativa com reconhecidas propriedades antioxidantes, tem sido
proposto como potencial aditivo em meios de criopreservagdo. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da adi¢@o de diferentes
concentragdes de CBD ao diluidor sobre a qualidade do sémen caprino pds-descongelamento. Foram utilizados quatro ejaculados
viaveis, os quais foram agrupados em pool, diluidos com CBD nas concentragdes de 0; 0,5; 2,5 ¢ 5 uM, envasados em palhetas e
submetidos ao congelamento lento convencional. Apds o descongelamento, as amostras foram avaliadas quanto a motilidade, padrdes
de movimento espermatico por sistema computadorizado CASA e integridade das membranas plasmatica e acrossomal. Os resultados
demonstraram que a adigdo de CBD ndo promoveu melhora na qualidade espermatica, sendo observada reducdo da motilidade total e
progressiva, comprometimento dos pardmetros cinematicos e diminuigdo da integridade das membranas plasmatica e acrossomal nos
grupos tratados, quando comparados ao controle. Conclui-se que, nas concentragdes avaliadas, o CBD ndo exerceu efeito protetor
durante a criopreservag@o do sémen caprino, ressaltando a necessidade de cautela na sua aplicagdo e de novos estudos para elucidar
concentragdes seguras e estratégias alternativas de uso.

Palavras-Chaves: Cannabis sativa, congelamento lento, pequenos ruminantes, tecnologia de reproducao assistida.

Potential of cannabidiol (CBD) as an antioxidant additive in goat semen cryopreservation.

ABSTRACT

Dairy goat farming has great socioeconomic relevance in Brazil, especially in the Northeast region, and semen cryopreservation
represents an essential tool for genetic improvement through artificial insemination. However, freezing and thawing processes induce
oxidative stress, compromising sperm functionality. In this context, cannabidiol (CBD), a bioactive compound of Cannabis sativa
with recognized antioxidant properties, has been proposed as a potential additive in cryopreservation media. The objective of this
study was to evaluate the effects of adding different concentrations of CBD to the extender on post-thaw goat semen quality. Four
viable ejaculates were used, which were pooled, diluted with CBD at concentrations of 0, 0.5, 2.5, and 5 uM, packaged into straws,
and subjected to conventional slow freezing. After thawing, the samples were evaluated for motility, sperm movement patterns using
a computer-assisted sperm analysis (CASA) system, and plasma and acrosomal membrane integrity. The results showed that the
addition of CBD did not promote improvement in sperm quality, with a reduction in total and progressive motility, impairment of
kinematic parameters, and a significant decrease in plasma and acrosomal membrane integrity in the treated groups compared to the
control. It is concluded that, at the evaluated concentrations, CBD did not exert a protective effect during goat semen
cryopreservation, highlighting the need for caution in its application and for further studies to elucidate safe concentrations and
alternative strategies for its use.
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1. Introducao

A caprinocultura leiteira vem ganhando destaque em todo o mundo, ndo apenas por gerar renda e
exigir baixos investimentos, mas também pela crescente valorizacdo do leite de cabra e seus derivados no
mercado, devido as suas caracteristicas nutricionais e ao elevado valor agregado. Em 2017, estimava-se uma
populagdo global de aproximadamente 218 milhdes de cabras leiteiras'. Nesse contexto, o Brasil possuia um
rebanho de cerca de 8,2 milhdes de caprinos, correspondendo a 3,78% do rebanho mundial. A regido
Nordeste concentrava aproximadamente 82% desse contingente e, no mesmo ano, a producao nacional de
leite de cabra foi estimada em 25 milhdes de litros 2.

Apesar da relevancia socioecondémica do setor, a caprinocultura leiteira no Brasil ainda apresenta
limitagdes expressivas, sobretudo relacionadas a baixa produtividade e eficiéncia dos sistemas de produgao.
Esses entraves estdo associados, principalmente, a problemas sanitarios, deficiéncias nutricionais, praticas
inadequadas de manejo e, especialmente, a ineficiéncia dos programas de melhoramento genético dos
rebanhos.

Nesse cenario, as biotecnologias reprodutivas, como a inseminag¢ao artificial (IA) e os programas de
superovulagdo e transferéncia de embrides (SOTE), surgem como estratégias fundamentais para impulsionar
o desenvolvimento da caprinocultura. A utilizacdo da IA associada a criopreservagdo de sémen representa
uma ferramenta de alto impacto para a disseminacdo de material genético superior, promovendo o
melhoramento dos rebanhos e contribuindo para o aumento da produtividade. Além disso, essa técnica
auxilia na preservagdo de racas e populagdes ameagadas, viabiliza o uso do material genético de animais
mesmo ap6s sua morte ou perda de fertilidade e reduz os riscos sanitarios relacionados ao transporte de
animais vivos **,

Entretanto, apesar dos avangos obtidos, a criopreservacdo de s€men ainda enfrenta desafios
importantes. O processo pode provocar danos fisicos e bioquimicos as células espermaticas, especialmente
pela formagdo de cristais de gelo e alteragdes osmdticas durante as fases de congelamento e
descongelamento, comprometendo a viabilidade e a fertilidade dos espermatozoides > 7.

O estresse oxidativo ¢ um dos principais fatores limitantes na eficiéncia da criopreservagio
espermatica, sendo responsdvel por danos irreversiveis a integridade estrutural e funcional dos
espermatozoides 7.

Durante o congelamento e descongelamento, ocorre um aumento expressivo na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que levam a peroxidagdo lipidica das membranas plasmatica e mitocondrial,
afetando diretamente a motilidade e a viabilidade espermatica '* !,

Nesse contexto, a utilizagdo de antioxidantes naturais em protocolos de criopreservacdo torna-se uma
estratégia promissora para mitigar esses danos 2. O canabidiol (CBD), composto bioativo encontrado no
6leo essencial da Cannabis sativa, apresenta comprovada capacidade antioxidante por atuar como captador
direto de radicais livres e modulador de vias endogenas de defesa antioxidante, como a ativagao do fator de
transcrigio Nrf2 !> . Estudos in vitro demonstraram que o CBD reduz significativamente os niveis de
peroxidacdo lipidica e preserva a integridade de membranas celulares em diferentes tipos celulares '> 16, A
aplicagdo do dleo essencial de CBD como aditivo antioxidante em meios de dilui¢do de sémen antes da
criopreservagdo representa, portanto, uma inovacdo biotecnoldogica com potencial para preservar a
viabilidade espermatica e melhorar os indices reprodutivos em pequenos ruminantes.

Além disso, o uso de compostos naturais e bioativos como o CBD alinha-se as tendéncias atuais da
produgdo animal sustentével e ao uso racional de aditivos seguros e eficazes em protocolos reprodutivos !’
Diante disso, o objetivo desse trabalho ¢ avaliar os efeitos da adi¢do do CBD ao diluidor de sémen caprino a
base de leite desnatado no processo de criopreservagao.
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2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Hospital Escola Veterinario da UNIBRA (HEVU), localizado em Aldeia
— Camaragibe (-7.967295, -35.011438). Os animais utilizados foram selecionados com base em critérios
especificos, incluindo idade entre 2 e 4 anos e histdrico reprodutivo satisfatorio.

A coleta de sémen foi realizada semanalmente, utilizando o método de vagina artificial e uma fémea
como manequim, foram coletados 4 ejaculados vidveis por animal (Figura 1). Apds a coleta, os ejaculados
foram mantidos em banho-maria a 37°C e submetidos a avaliacdo de parametros fisicos ¢ morfologicos em
microscopia Optica, conforme as diretrizes do Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal 8. As avaliagdes
incluiram volume do ejaculado, aspecto, turbilhonamento espermatico, motilidade progressiva, vigor
espermatico, € concentragdo espermatica por mL e total.

Figura 1 — Coleta de s€émen caprino com a utilizagdo de vagina artificial e fémea manequim.
Figure 1 - Collection of goat semen using an artificial vagina and a teaser female.

Fonte: Arquiv pessal, 2025
Source: Personal archive, 2025.

Os ejaculados que atenderam aos padroes minimos estabelecidos pelo CBRA (2013) foram
submetidos a formacgdo de um pool e diluidos em meio a base de leite desnatado suplementado com extrato
de CBD nas concentragdes de 0; 0,5; 2,5 ¢ 5 uM (Grupos controle, T1, T2 e T3, respectivamente). A
dilui¢do final foi ajustada para uma concentragdo de 200 milhdes de espermatozoides por mlL.
Posteriormente, as amostras foram envasadas manualmente em palhetas de 0,25 mL, devidamente
identificadas conforme o grupo experimental correspondente (Figura 2, a;b).

As palhetas foram submetidas a um periodo de estabilizagdo de duas horas a 5°C, em geladeira,
dispostas horizontalmente sobre bandejas de ago teladas. Apds essa estabilizagdo, as bandejas foram
posicionadas a 5 cm do nivel do nitrogénio liquido, apoiadas sobre um suporte de aluminio. Apds 20
minutos de exposi¢ao ao vapor de nitrogénio, as palhetas foram imersas em nitrogénio liquido. Finalizado o
processo de congelagdo, as palhetas foram armazenadas em raques e mantidas em canisters de um botijdo
criobioldgico até o0 momento do descongelamento (Figura 2, c;d).
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Figura 2 — Identificag@o, envaze e congelamento de palhetas de sémen caprino apds diluicdo com adi¢do de
diferentes concentragdes de CBD.
Figure 1 - Identification, filling, and freezing of goat semen straws after dilution with the addition of different
concentrations of CBD.

(a) Separagéo dos grupos e identificacdo das palhetas; (b) Envase das amostras nas palhetas; (c) Exposi¢ao das palhetas ao vapor do
nitrogénio; (d) Imersdo das palhetas no nitrogénio liquido.

Fonte: Arquivo pessoal, 2025
Source: Personal archive, 2025.

As palhetas foram descongeladas em banho-maria a 37 °C por 30 segundos e incubadas por 5 minutos
a mesma temperatura. Em seguida, as amostras foram avaliadas quanto a cinética espermatica por sistema
computadorizado (CASA), além da integridade das membranas plasmatica e acrossomal e do potencial de
membrana mitocondrial, por microscopia de epifluorescéncia.

Para a andlise no CASA, uma aliquota de sémen foi diluida em meio livre de glicerol, ajustada para 50
x 10° espermatozoides/mL e incubada a 37 °C por 5 minutos. Posteriormente, uma amostra foi depositada
em lamina previamente aquecida, coberta com laminula e analisada em microscopio de contraste de fase
acoplado ao sistema CASA.

Foram avaliados cinco campos aleatorios por amostra, com no minimo 500 espermatozoides. Os
parametros analisados incluiram motilidade total e progressiva, linearidade, retilinearidade, velocidades
espermaticas (VCL, VSL e VAP), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH) e frequéncia de
batimento flagelar (BCF).

A integridade da membrana plasmatica foi avaliada pelo método de dupla coloragdo com os
fluorocromos DCF e iodeto de propidio (PI), conforme descrito por Silva et al. '°. Para cada amostra, uma
aliquota de sémen foi diluida em solucao Tris contendo os fluorocromos e incubada por 10 minutos a 25 °C.
Em seguida, as amostras foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia, utilizando filtros especificos
de excitag¢do e emissao.

Foram avaliadas 200 células por lamina, sob aumento de 400x. Espermatozoides corados em verde
foram considerados com membrana integra, enquanto aqueles corados em vermelho foram classificados
como portadores de membrana plasmatica danificada.

A integridade da membrana acrossomal foi avaliada utilizando o fluorocromo FITC-PNA, conforme
descrito por Silva et al. '°. Aliquotas de sémen foram utilizadas para a confecgio de esfregagos, que foram
corados com FITC-PNA e incubados em camara imida a 4 °C por 15 minutos, na auséncia de luz. Em
seguida, as laminas foram lavadas em PBS, secas ao ar e preparadas com solugo antifade antes da analise.

Foram avaliadas 200 células por ldmina em microscopia de epifluorescéncia (1000%). Espermatozoides
com acrossomo integro apresentaram fluorescéncia verde na regido acrossomal, enquanto aqueles com
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reacdo acrossOmica apresentaram fluorescéncia restrita a regido equatorial ou auséncia de marca¢do no
acrossomo.

3. Resultados e Discussao

A analise computadorizada da motilidade espermatica (CASA) evidenciou diferengas marcantes
entre o grupo controle e os grupos tratados com o uso de CBD apds o descongelamento do sémen caprino
(Tabela 1). O grupo controle apresentou motilidade total de 48,7%, com 21,1% de espermatozoides
progressivos, valores compativeis com padrées minimos recomendados para sémen caprino criopreservado.
Em contraste, os grupos tratados com CBD (T1 — 0,5 uM; T2 — 2,5 uM; T3 — 5 uM) apresentaram reducao
acentuada da motilidade total e progressiva, sendo observada predominancia de células imdveis.

Nos grupos T1, T2 e T3, a motilidade progressiva foi inferior a 2%, com percentuais de células
imdveis superiores a 85%, indicando comprometimento severo da capacidade de deslocamento espermatico.
Esses resultados sugerem que, nas concentracdes testadas, o CBD ndo exerceu efeito protetor sobre os
mecanismos associados a motilidade espermatica durante a criopreservagdo, podendo inclusive apresentar
efeito deletério em concentra¢des mais elevadas.

Tabela 1 — Motilidade espermatica e padrdes de progressdo pos-descongelamento em sémen caprino criopreservado
com diferentes concentra¢des de CBD.
Table 1 — Sperm motility and progression patterns post-thaw in goat semen cryopreserved with different concentrations

of CBD.
Grupo R;Ig::;‘z;d; Motilidade Progressiva (%) Nao progressivos (%) Iméveis (%)
(1)
Controle (0 pM) 48,7 21,1 27,6 51,3
T1 (0,5 uM CBD) 8,2 1,6 6,6 91,8
T2 (2,5 uM CBD) 13,7 0,7 13,0 86,3
T3 (5 uM CBD) 12,7 1,7 11,0 87,3

A analise dos parametros cinematicos reforca esse achado (Tabela 2). O grupo controle apresentou
maiores valores médios de VCL, VSL e VAP, associados a trajetdrias mais rapidas e eficientes, enquanto os
grupos tratados exibiram reduc¢ao significativa dessas variaveis. Além disso, indices como linearidade (LIN),
retilinearidade (STR) e oscilagdo (WOB) foram consistentemente inferiores nos tratamentos com CBD,
indicando movimentos menos coordenados e maior perda da funcionalidade espermatica.

Tabela 2 - Parametros cinematicos espermaticos poés-descongelamento avaliados por CASA
Table 2 - Post-thaw sperm kinematic parameters evaluated by CASA.

Grupo VCL (um/s) VSL (um/s) VAP (um/s) LIN (%) STR (%)

Controle 53,9 39,7 452 73,8 87,9
T1 (0,5 uM) 55,5 32,1 36,6 57,7 87,7
T2 (2,5 uM) 53,6 24,2 30,0 453 80,9

T3 (5 uM) 452 21,1 274 46,6 77,0

VCL: velocidade curvilinear; VSL: velocidade retilinea; VAP: velocidade média do percurso; LIN: linearidade; STR: retilinearidade. Os grupos

tratados com CBD apresentaram redugdo dos parametros associados a eficiéncia do movimento espermatico.

Resultados semelhantes foram descritos por estudos que avaliaram compostos bioativos com
potencial antioxidante em s€émen criopreservado, nos quais concentragdes inadequadas podendo desencadear
efeitos pro-oxidantes ou interferir negativamente na fluidez da membrana plasmatica e na fungdo
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mitocondrial, comprometendo a motilidade espermatica, conforme observado por Borges et al. . Além
disso, o equilibrio redox ¢é altamente sensivel durante a criopreservacao, sendo que tanto o excesso quanto a
deficiéncia de antioxidantes podem resultar em prejuizos a funcionalidade espermatica 2°.

A avaliacdo da integridade da membrana plasmatica revelou diferencas expressivas entre os grupos
experimentais. O grupo controle apresentou 82,5% de células com membrana plasmadtica integra,
evidenciando boa preservagdo estrutural apos o descongelamento. Em contrapartida, os grupos tratados com
CBD apresentaram queda acentuada nesse parametro, com 12% no T1, 13,5% no T2 e 7,5% no T3 de
espermatozoides integros.

Esse padrido indica que a adigdo do CBD ao diluidor, nas concentragdes testadas, ndo foi eficaz na
protecdo da membrana plasmatica durante o processo de criopreservagdo. Pelo contrario, os dados sugerem
aumento da susceptibilidade a desestabilizagdo da bicamada lipidica, possivelmente associado a interagdo do
CBD com os fosfolipidios da membrana espermatica.

A membrana plasmatica dos espermatozoides caprinos ¢ particularmente rica em acidos graxos poli-
insaturados, tornando-se altamente vulneravel a alteragdes fisico-quimicas durante o congelamento e
descongelamento 2" 22, Embora o CBD possua reconhecida atividade antioxidante, sua natureza lipofilica
permite interacdo direta com a bicamada lipidica, podendo alterar a organizacdo da membrana celular
quando utilizado em concentragdes inadequadas, afetando sua permeabilidade e integridade estrutural '>23,

A integridade da membrana acrossomal seguiu tendéncia semelhante a observada para a membrana
plasmatica. O grupo controle apresentou 37% de acrossomos integros, enquanto os grupos tratados com
CBD apresentaram redugao progressiva: 24% no T1, 11% no T2 e 7% no T3.

A preservacdo do acrossoma ¢ fundamental para o sucesso da fertilizagdo, uma vez que sua
integridade estd diretamente relacionada a capacidade de reacdo acrossdmica e penetracdo da zona pelucida
24 A redugdo observada nos grupos tratados sugere que o CBD pode ter interferido negativamente na
estabilidade das membranas internas do espermatozoide, potencializando danos estruturais durante o estresse
térmico da criopreservagdo. Estudos demonstram que, embora antioxidantes possam reduzir a peroxidacao
lipidica, seu uso em concentracdes inadequadas pode desencadear efeitos adversos em organelas sensiveis,
como o acrossomo . Além disso, canabinoides podem modular canais idnicos e vias de sinaliza¢do celular,
afetando diretamente a fung¢do espermatica e a reagdo acrossdmica *°.

De forma integrada, os resultados demonstram que a adi¢do de 6leo essencial de CBD ao diluidor
Leite desnatado, nas concentragdes de 0,5; 2,5 ¢ 5 uM, ndo promoveu melhora na qualidade espermatica pos-
descongelamento, comprometendo parametros fundamentais como motilidade, integridade da membrana
plasmatica e integridade acrossomal.

Esses achados contrastam com estudos que reportam efeitos benéficos do CBD em outros tipos
celulares, reforcando a hipotese de que a resposta ao composto € altamente dependente do tipo celular, da
concentragio utilizada e do contexto fisiologico '*'*. No caso dos espermatozoides, células terminalmente
diferenciadas e metabolicamente limitadas, a margem de tolerincia a alteragdes quimicas é reduzida ?'.
Apesar dos resultados desfavoraveis nas concentragoes testadas, este estudo fornece informagoes relevantes
para a biotecnologia da reproducdo animal, indicando que o uso do CBD em protocolos de criopreservacao
espermatica deve ser realizado com cautela. Estudos futuros devem investigar concentragdes mais baixas,
diferentes veiculos de solubiliza¢do e possiveis associagdes com outros antioxidantes, visando minimizar
efeitos toxicos e potencializar sua acdo antioxidante.

4. Conclusao
A adicdo do canabidiol (CBD) ao diluidor Leite desnatado, nas concentragdes de 0,5; 2,5 ¢ 5 uM, ndo

melhorou a qualidade espermatica pds-descongelamento do sémen caprino, resultando em redugdo da
motilidade, comprometimento dos pardmetros cinematicos e diminui¢do da integridade das membranas

Silva et al 31



Revista Universitaria Brasileira (v.4, n.5 — 2026)

plasmatica e acrossomal. Esses resultados indicam que, nas condi¢des avaliadas, o CBD nao exerceu efeito
protetor durante a criopreservacgdo, ressaltando que sua atividade antioxidante descrita em outros modelos
celulares ndo pode ser diretamente extrapolada para espermatozoides. O estudo contribui de forma inédita
para a biotecnologia da reprodu¢do animal ao demonstrar a necessidade de avaliacdes criteriosas quanto a
concentracao, forma de aplicacdo e seguranca do CBD em protocolos de criopreservagdo espermatica.
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