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USO DE ANTIOXIDANTES EM MEIOS DILUIDORES PARA SEMEN OVINO:
REVISAO DE LITERATURA

(USE OF ANTIOXIDANTS IN SEMEN EXTENDERS FOR SHEEP: LITERATURE REVIEW)

RESUMO:

O desequilibrio entre o sistema de defesa antioxidante e a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) ocasionam o0 estresse oxidativo, caracterizado por danos celulares
prejudiciais na qualidade espermatica. O espermatozoide de ovinos possui grande
susceptibilidade ao estresse oxidativo e consequentemente a peroxidacao lipidica, devido a
maior quantidade de acidos graxos poliinsaturados presentes em sua membrana plasmatica e a
presenca de um citoplasma reduzido que mantém baixas as concentracdes de enzimas
antioxidantes. Dessa forma, torna-se importante adicionar substancias antioxidantes aos
meios diluidores do sémen. Dentre os antioxidantes enzimaticos enddgenos presentes no
plasma seminal destacam-se a catalase (Cat), a glutationa peroxidase (GSH) e o superdxido
dismutase (SOD). J& os ndo enzimaticos sdo: vitamina E (Tocoferol), vitamina C e
resveratrol. A adicdo dos antioxidantes é vantajosa na criopreservacdo do sémen ovino,
entretanto em excesso sao prejudiciais, pois participam de importantes fases da aquisicao do
potencial fertilizante espermatico, como a capacitacdo, hiperativacdo, reacdo acrossomal e sua
interacdo com o odcito.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes. Criopreservagdo. Espermatozoides. Ovinos. ROS.

SUMMARY:
An imbalance between the antioxidant defense system and the production of reactive oxygen
species (ROS) cause oxidative stress, characterized by cellular damage with detrimental

effects on sperm quality. The sheep spermatozoa has high susceptibility to oxidative stress
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and consequently to lipid peroxidation due to higher amount of polyunsaturated fatty acids
present in their plasma membrane and the presence of a reduced cytoplasm that maintain low
concentrations of antioxidant enzymes. Therefore, it is important to add antioxidants in semen
extenders. Some of the endogenous antioxidants present in seminal plasma are catalase
(CAT), glutathione peroxidase (GSH) and superoxide dismutase (SOD). The non-enzymatic
are: Vitamin E (Tocopherol), Vitamin C and resveratrol. The addition of antioxidants is
beneficial in ram semen cryopreservation, however in excess are detrimental as they
participate in important stages of the acquisition of sperm fertilizing potential, as training,

hyperactivation, acrosome reaction and their interaction with the oocyte.

KEY-WORDS: Antioxidants. Cryopreservation. Spermatozoa. Sheep. ROS.

INTRODUCAO

Os espermatozoides, assim como as células aerdbias, produzem espécies reativas de
oxigénio (ROS), que em quantidades fisioldgicas atuam como moléculas sinalizadoras de
importantes fases da aquisicdo de seu potencial fertilizante, como a capacitacéo,
hiperativacdo, reacdo acrossomal e sua interacdo com o oocito (DE LAMIRANDE et al.,
1997; DESAI et al., 2009; GONCALVES et al., 2010). Porém, em concentracdes elevadas
ocasionam danos a diversos tipos de biomoléculas, incluindo proteinas e lipideos de
membranas (DE LAMIRANDE & GAGNON, 1992a; 1992b; MAMMOTO et al., 1996). O
DNA espermatico também sofre injurias (AITKEN et al., 2010; THOMSON et al., 2009),
com prejuizos no metabolismo celular, motilidade e vitalidade espermatica (AITKEN et al.,

2007).

O sémen possui substancias protetoras, chamadas de antioxidantes, que atuam contra o
efeito destrutivo das ROS (FOOTE et al., 2002). Um desequilibrio entre o sistema de defesa

antioxidante e a producdo das ROS leva ao chamado estresse oxidativo (DESAI et al., 2010).
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A capacidade do estresse oxidativo de romper as membranas espermaticas foi primeiro
relatada em 1943 por MacLeod, quando se reconheceu o0 impacto negativo de altas
concentracdes de oxigénio na motilidade espermatica (Revisado por AITKEN et al., 1998).
Isto se deve ao contetdo do citoplasma destas células ser reduzido, limitando assim a
quantidade disponivel de enzimas antioxidantes (VERNET et al.,, 2004). Além disso, a
abundancia de &cidos graxos poliinsaturados (PUFAS) nas membranas dos espermatozoides
ovino, responsavel pela fluidez e, fusdo de membranas no processo da fecundacdo (LENZI et
al., 2000; AGARWAL et al., 2003), torna esses gametas mais vulneraveis. A natureza
insaturada desses acidos graxos poliinsaturados predispde 0 espermatozoide a acao de radicais
livres e a peroxidacdo lipidica na membrana plasmatica (ZINI et al., 2009). Além disso, o
préprio processo de criopreservacdo do sémen também potencializa o estresse oxidativo
(CURRY, 2000) e contribui na antecipacao da capacitacdo e reacdo acrossomal (BRENER et

al., 2003), sendo observado como importante problema da conservacdo de sémen ovino.

No ambito da reproducdo animal, a capacidade da criopreservacdo espermatica tem
grande importancia, pois o espermatozoide de diferentes espécies variam em tamanho, forma,
composicdo lipidica e afetam sua sobrevivéncia em cada processo. Devido a isso, cada

protocolo de criopreservacao é otimizado para uma determinada espécie (PURDY, 2006).

Atualmente, tém-se sugerido métodos alternativos para melhorar a qualidade
espermatica apds a criopreservacdo do sémen de ovinos. Neste contexto, a utilizagdo de
antioxidantes em meios diluidores é importante no controle do estresse oxidativo do sémen.
Esta revisdo objetiva descrever o uso de antioxidantes em sémen de ovinos e sua

aplicabilidade para conservacgao seminal.

ANTIOXIDANTES
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Os antioxidantes sdo moléculas ou substancias capazes de converter as ROS em agua,
com a finalidade de prevenir a sua proliferacdo (AGARWAL et al., 2005), atuando assim na
protecdo dos sistemas bioldgicos contra possiveis lesdes causadas pelo estresse oxidativo
(MANN & LUTWAK-MANN, 1981). Na biotecnologia da reproducdo, a utilizacdo de
antioxidantes adicionados ao meio diluidor do sémen tem o intuito de minimizar os danos
provocados durante a criopreservacdo (WHITE, 1993), contando com um sistema

antioxidante constituido por dois tipos: enzimaticos e ndo enzimaticos.

Dentre o0s antioxidantes enddgenos enzimaticos presentes no plasma seminal,
destacam-se a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GSH) e o superdxido dismutase
(SOD) (HALLIWELL & CHIRICO, 1993; HALLIWELL, 1996). J& entre os antioxidantes

ndo enzimaticos estdo: vitamina E (Tocoferol), vitamina C e resveratrol.

A CAT é uma hemiproteina citoplasmatica encontrada em grande parte dos
organismos. Esta inserida na subclasse das enzimas oxidorredutases, as quais utilizam o
peréxido como receptor e doador de elétrons (BARREIROS et al., 2006). Historicamente, 0s
primordios relatos da utilizacdo da CAT ao meio diluidor durante a refrigeracdo do sémen
ovino foram realizados por Maxweel e Stojanov (1996), os quais observaram que

concentracdes acima de 200U/mL apresentavam toxicidade aos espermatozoides ovinos.

A utilizacdo da enzima removedora catalase mostrou-se em baixa atividade,
juntamente com a glutationa peroxidase, quando utilizadas em sémen congelado de ovinos em
meio diluidor Tris (BUCAK et al., 2008). Em estudos similares, um aumento de células
espermaticas, pés descongeladas, com membranas viaveis foram detectadas na presenca da

CAT utilizada em meio diluidor de sémen ovinos (MAIA & BICUDO, 2009).

A SOD também tem sido estudada em diferentes espécies de mamiferos com a fungéo
de prevenir a peroxidacdo lipidica nos espermatozoides (STOREY, 1997). Segundo Halliwell

e Gutterige (1999), a enzima mais abundante do organismo é a SOD, que apresenta a funcéo
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de catalisar a dismutacdo do anion superéxido em oxigénio e H202. Em mamiferos a SOD
estd presente no citoplasma (cobre-zinco dependente — CuZnSOD) e na matriz mitocondrial

(manganés dependente — MnSOD) (GUERRA et al., 2012).

O uso dos antioxidantes catalase, superéxido dismutase, citocromo c¢ e glutationa
peroxidase adicionados ao diluidor de sémen ovino, mostraram-se eficientes na sobrevivéncia
e integridade do acrossoma dos espermatozoides desta espécie (MAXWELL & STOJANOQV,
1996). Silva et al. (2011) verificaram que a adicdo de SOD nas concentracdes de 60 e
120U/mL foi eficaz na supressdo da formacdo de H,O, e na concentracdo de 100U/mL

também preservou o acrossoma de espermatozoides congelados de ovinos.

A glutationa tem funcéo direta e indireta em processos bioldgicos importantes, como a
sintese de proteinas, metabolismo e protecdo celular, sendo necessaria para prevenir a
peroxidacdo de acidos graxos insaturados na membrana celular e manter os atomos de ferro
da hemoglobina na forma ferrosa (ROVER JUNIOR et al., 2001; WU et al., 2004; GUERRA
et al., 2012). Esse antioxidante promove a reducdo de hidroperoxidos a partir de complexos

lipidicos como o colesterol (LEHMANN et al., 1998).

A utilizagdo de antioxidantes do tipo glutationaredutase e glutationaperoxidase em
sémen fresco de carneiro, possui baixa atividade, enquanto que a atividade do antioxidante

superoxido dismutase é elevada (KASIMANICKAM et al., 2006).

Classificada como um antioxidante ndo enzimatico, a Vitamina E (VIT E) ou tocoferol
€ um composto lipossoltvel natural da membrana celular. Tem como funcdo proteger o0s
espermatozoides contra danos oxidativos do DNA e da membrana, por prevenir a peroxidacao
lipidica e suprimir, por conseguinte, a producdo de malongealdeido (SIKKA, 1996;
MANEESH et al., 2006). Segundo Kheradmand et al. (2006), este antioxidante ainda protege
a motilidade e integridade da membrana de espermatozoides refrigerados a 5°C, apds 48

horas.
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O é&cido ascorbico ou vitamina C (VIT C) é um antioxidante ndo enzimatico presente
no plasma seminal e encontrado no organismo na forma de ascorbato. Esse antioxidante é
importante na neutralizacdo de ROS por meio de reacdes de reducao, inibindo a peroxidagéo
lipidica (BARREIROS et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2007; GUERRA et al., 2012).
Soénmez e Demirci (2004), utilizaram sémen criopreservado ovino com 0,5, 1 e 2mg/mL de
acido ascorbico, e ndo observaram nenhuma melhora nas caracteristicas seminais. Em

contrapartida, nas concentracoes de 5 e 10mg/mL, houve reducdo da motilidade espermatica.

A quercetina € um polifenol flavonoide com efeito inibidor da peroxidacdo lipidica
mais potente que as vitaminas E e C (STOJANOVIC et al., 2001) em virtude da sua riqueza
de grupos hidroxila em sua estrutura (BARREIROS et al., 2006). Tem ainda capacidade de

inibir danos oxidativos induzidos pelo H,O, no DNA (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

O resveratrol é um polifenol ndo flavondide encontrado nas formas cis e trans
(STOJANOVIC et al., 2001; DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004). O cis-resveratrol é
muito instavel a acdo da luz, enquanto que o trans-resveratrol € mais estavel, permanecendo
assim por longo periodo quando protegido da luz e em pH entre 1 e 7 (TRELA &
WATERHOUSE, 1996, GUERRA et al., 2012). Segundo Sarloés et al. (2002) este
antioxidante tem acdo importante na conservacdo do sémen ovino, devido a alta capacidade
de inibir a lipoperoxidacdo em relacdo aos demais antioxidantes. Em contrapartida, nao foi
encontrado efeito sobre a motilidade espermatica apos a descongelacdo. Segundo Silva et al.
(2011) o resveratrol ndo melhora a motilidade progressiva, 0 vigor, 0 acrossoma e as
membranas integras de espermatozoides ovinos criopreservados, além de ter efeito negativo

no alto potencial de membrana mitocondrial.

Estudos realizados com antioxidantes adicionados a sémen fresco de ovinos como
acetato de a-tocoferol, glutationa peroxidase, aromex, resveratrol e associacao de resveratrol e

vitamina E ou resveratrol e aromex, mostraram que esses antioxidantes prolongam o periodo



150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

de conservacdo do sémen, reduz o grau dos danos celulares e aprimora a motilidade

(SARLOS et al., 2002).

CONCLUSOES

Os antioxidantes enzimaticos (catalase, glutationaperoxidase e superoxido dismutase)
e ndo enzimaticos (vit E, vit C e resveratrol) tem como funcdo diminuir a acdo dos radicais
livres na membrana celular, podendo dessa forma auxiliar na criopreservacdo do sémen.
Porém em excesso € prejudicial, pois as ROS participam de etapas fisioldgicas importantes,
como a capacitacdo espermatica. E necessario mais estudos na escolha do protetor ideal

contra radicais livres e sua concentracao durante a criopreservacao.
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