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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 o estresse oxidativo, o qual é responsavel por danos celulares
irreversiveis e prejudiciais a qualidade espermética. Este cenario é comum a sémen submetidos a
criopreservacdo em virtude do severo decréscimo de temperatura. Adicionalmente, o0s
espermatozoides de ovinos possuem grande susceptibilidade ao estresse oxidativo e
consequentemente a peroxidacdo 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 concentragdes de enzimas antioxidantes. Por estas razdes, torna-se
importante a adicdo de agentes antioxidantes aos meios diluidores de sémen ovino; fato que tem
motivado indmeras pesquisas no intuito de preservar a qualidade de células espermaticas
submetidas a criopreservacdo. Entre as substancias antioxidantes amplamente estudadas nesta
espécie destaca-se a catalase, glutationa peroxidase, superdxido dismutase e cisteina
(classificadas como enzimaticas) bem como, vitamina E - tocoferol, vitamina C e resveratrol
(ndo-enzimaticas). Tem-se demonstrado que a adicdo de antioxidantes € vantajosa na
criopreservacdo do sémen ovino, entretanto em excesso torna-se prejudicial, pois as ROS
participam de importantes fases da aquisi¢do do potencial fertilizante espermatico (por exemplo,
a capacitacdo, hiperativacdo, reacdo acrossomal e sua interacdo com o o00cito). A presente
revisdo visa apresentar um panorama dos antioxidantes mais estudados, assim como, seus
resultados de acordo com as doses empregadas no sémen ovino.

PALAVRAS-CHAVE: Antioxidantes. Criopreservacdo. Espermatozoides. Ovinos. ROS.
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SUMMARY

The imbalance between the antioxidant defense system and the production of reactive oxygen
species (ROS) cause oxidative stress, which is responsible for irreversible cellular damage and
detrimental effects on sperm quality. This scenario is common to undergo semen
cryopreservation because of a severe decrease in temperature. Sperm especially of ovine has high
susceptibility to oxidative stress 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. For these reasons, it is
important to add antioxidants in ovine semen extenders. This fact has motivated numerous
studies in order to preserve the quality of sperm cells undergoing cryopreservation. Among the
antioxidants widely studied in this species stands out as catalase, glutathione peroxidase,
superoxide dismutase and cysteine (classified as enzyme) as well as vitamin E - tocopherol,
vitamin C and resveratrol (non-enzymatic). It has been shown that the addition of antioxidants is
beneficial in ram semen cryopreservation, however excess becomes harmful because ROS
participate in important stages of the acquisition of sperm fertilizing potential (eg, training,
hyperactivation, acrosome reaction and their interaction with the oocyte). The present review
aims to provide an overview of the most studied antioxidants, as well as their results according to

the doses used in ram semen cryopreserved.

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

INTRODUCAO
Os espermatozoides utilizam como principal fonte de energia o metabolismo oxidativo, o
qual gera grande quantidade de metabolitos ativos de oxigénio, ou seja, espécies reativas de
oxigénio (ROS) (SILVA, 2006), sendo eles: o radical superoxido (O,), o radical hidroxila (OH")
e 0 peroxido de hidrogénio (H,0;) (MAIA & BICUDO, 2009).
As ROS em quantidades fisiologicas atuam como moléculas sinalizadoras de importantes

fases da aquisicdo do potencial espermatico fertilizante: capacitacdo, hiperativacdo, reacéo
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acrossomal e fusdo com o odcito (DESAI et al., 2009). Porém, o excesso de producdo de ROS
devido ao processo de criopreservacdo pode subjugar o sistema intracelular de defesa
antioxidante do espermatozoide, tornando-o mais sensivel ao estresse oxidativo (MAIA &
BICUDO, 2009), ocasionando assim efeitos deletérios ao metabolismo celular e diminuicdo da
motilidade e vigor (AITKEN et al., 2007). O ideal seria o equilibrio entre a quantidade de ROS
gerada e a removida pelo sistema antioxidante (SIKKA, 1996).

A capacidade do estresse oxidativo de romper as membranas espermaticas foi
primeiramente relatada em 1943 por MacLeod, quando se reconheceu 0 impacto negativo de
altas concentracdes de oxigénio na motilidade espermatica (revisado por AITKEN et al., 1998).
Isto se deve ao conteido do citoplasma destas células ser reduzido, limitando a quantidade
disponivel de enzimas antioxidantes (VERNET et al., 2004). Além disso, a abundancia de &cidos
graxos poli-insaturados (PUFAS) nas membranas dos espermatozoides ovino, responsavel pela
fluidez e fus@o de membranas no processo da fecundagdo (LENZI et al., 2000; AGARWAL et
al., 2003), torna esses gametas mais vulneraveis. Isto porque a natureza insaturada desses PUFAS
predispde o espermatozoide a acdo de radicais livres e a peroxidacdo lipidica na membrana
plasmatica (ZINI et al., 2009). Além disso, o prdprio processo de criopreservacdo do sémen
também potencializa o estresse oxidativo (CURRY, 2000) e contribui na antecipacdo da
capacitacdo e reacdo acrossomal (BRENER et al., 2003), sendo observado como importante
problema da conservagédo de sémen ovino.

Atualmente, tém-se sugerido métodos alternativos para preservar a qualidade de células
espermatica submetidas a criopreservagao em ovinos, como pela utilizacdo de antioxidantes nos
meios diluidores. Estas substancias atuam tanto removendo as ROS quanto impedindo a

formacdo de lesdes ou ainda, reparando as injurias por elas causadas (HALLIWELL &
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GUTTERIDGE, 1999, FOOTE et al., 2002). Neste contexto, tem fundamental importancia
estudos focados em evidenciar a melhor substancia e sua dose ideal a ser adicionada ao sémen no
controle do estresse oxidativo. Deste modo, a presente revisdo teve o objetivo de apresentar um
panorama dos antioxidantes mais estudados, assim como, seus resultados de acordo com as doses

empregadas no sémen ovino.

ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo moléculas ou substancias capazes de converter as ROS em éagua de
modo a prevenir a proliferacdo destes radicais (AGARWAL et al., 2005) e atuam assim na
protecdo dos sistemas biologicos contra possiveis lesdes causadas pelo estresse oxidativo
(MANN & LUTWAK-MANN, 1981). Na biotecnologia da reproducdo, a utilizagédo de
antioxidantes adicionados ao meio diluidor do sémen tem o intuito de minimizar os danos
provocados durante a criopreservagdo (WHITE, 1993), contando com um sistema antioxidante
constituido por dois tipos: enzimaticos e ndo enzimaticos.

Dentre os antioxidantes enddgenos enzimaticos presentes no plasma seminal destacam-se
a catalase, a glutationa peroxidase, o superoxido dismutase e a cisteina (HALLIWELL &
CHIRICO, 1993; HALLIWELL, 1996). Estes, quando adicionados ao diluidor de sémen ovino
mostraram-se eficientes na sobrevivéncia e integridade do acrossoma dos espermatozoides desta
espécie (MAXWELL & STOJANOV, 1996). Ja entre os antioxidantes ndo enzimaticos estdo:
vitamina E (Tocoferol), vitamina C e resveratrol. Todos tem sido relacionados também a
incremento de qualidade espermatica pos-descongelacdo de sémen ovino (SILVA et al., 2013;

SILVA et al., 2012).
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A catalase € uma hemiproteina citoplasmatica e tem apresentado resultados controversos
em relacdo a sua atuacdo na prevencdo da peroxidacdo lipidica e aumento da viabilidade
espermatica apds descongelamento em ovinos. A adi¢do de 500UI/L de catalase no meio diluente
INRA-96 diminuiu a formacdo de radicais livres quando comparado ao grupo controle apos a
refrigeracdo a 5°C por trés dias de sémen desta espécie. A reducdo do estresse oxidativo teve
implicacdo favoravel a integridade acrossomal, a qual foi preservada (LA FALCI, et al., 2011).
Corroborando com os resultados anteriores, Maia e colaboradores (2010) observaram que a
adicdo de 50pg/mL de catalase no meio diluente Tris-gema diminuiu a producdo de radicais
livres, comparado ao grupo controle que néo recebeu adicdo de antioxidante. A suplementacédo
da mesma concentragdo do antioxidante resultou em maior motilidade progressiva e viabilidade
espermatica, mas ndo melhorou a atividade mitocontrial e motilidade total em relacdo ao grupo
sem aditivo (MAIA et al., 2009). Em contrapartida, Camara e colaboradores (2011) né&o
observaram diferencas significativas quanto a capacidade antioxidante do sémen acrescido ou
ndo de 5, 10 ou 20 U/mL de catalase ao meio diluidor Tris-gema. Tampouco 0s autores
registraram beneficios da adi¢do do antioxidante em relagdo a lesdo acrossomal ou integridade de
membrana po6s-descongelacdo. Segundo Graaf et al. (2007), a suplementacdo de 100U/mL de
catalase em meio diluidor de sémen ovino também nao resultou em beneficios sobre a motilidade
e qualidade espermatica pds-descongelacéo.

A superéxido dismutase (SOD) também tem sido adicionada ao sémen ovino com a
funcéo de prevenir a peroxidacao lipidica dos espermatozoides. Segundo Halliwell e Gutterige
(1999), a enzima mais abundante do organismo € a SOD, que apresenta a funcdo de catalisar a
dismutacdo do anion superoxido em oxigénio e H,O,. Nos mamiferos a SOD est4 presente no

citoplasma, na forma cobre-zinco dependente (CuzZnSOD) e na matriz mitocondrial, como
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manganés dependente (MnSOD) (GUERRA et al., 2012). Silva et al. (2011) verificaram que a
adicdo de SOD nas concentragdes de 60 e 120U/mL foi eficaz na supressdo da producdo de
H.,O,, assim como a concentracdo de 100U/mL também preservou o acrossoma de
espermatozoides congelados de ovinos. Em contrapartida, Camara et al. (2011) ndo observaram
reducdo da producédo de radicais livres ap6s a suplementagdo do meio diluidos com a SOD nas
concentragdes 5, 10 e 20U/mL, quando comparado ao grupo controle que nao recebeu adicdo de
antioxidante.

Outro antioxidante importante enzimatico é a glutationa peroxidase, esta tem papel
importante na protecdo sinergica de lipideos, proteinas e &cidos nucleicos contra danos
oxidativos, atuando como uma triade catalitica com a catalase e superdxido dismutase,
encontrado em praticamente todos 0s organismos aerébios procariotas e eucariéticas (DREVET,
2006). De acordo com La Falci et al. (2011), a adicdo de 20Ul/mL de glutationa ao meio diluidor
teve efeito expressivo na criopreservacdo de células espermaticas ovinas. Maior taxa de
motilidade e integridade de membrana pelo teste hiposmotico foi observado em sémen congelado
com diluidor acrescido de 5mM/mL em comparacdo ao suplementado com 2,5 mM/mL
(BUCAK et al., 2009). Valores inferiores do mesmo antioxidante (0,5, 1 ou 2mM/mL) néo
possuiram efeito significativo na atividade antioxidante durante a criopreservagdo das células
espermaticas de ovinos quando comparado ao grupo controle, que ndo recebeu adicdo de
antioxidante (CAMARA et al., 2011).

Em paralelo, outro antioxidante enzimatico que vem sendo estudado recentemente é a
cisteina. Esta possui capacidade de penetracdo celular e atua diretamente como agente
antioxidante ou na participacdo da biossintese da glutationa reduzida, a qual age como cofator

para a glutationa peroxidase na protecdo da célula contra o estresse oxidativo (MENEZES et al.;
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2008). Coyan e colaboradores (2011) observaram que a adi¢do de ImM/mL deste antioxidante
proporcionou maior efeito protetor em relagdo a integridade de membrana e possibilitou aumento
da atividade mitocondrial dos espermatozoides ovinos pos-descongelacdo quando comparado ao
grupo controle, que ndo teve acréscimo de nenhum antioxidante. O aumento da atividade
mitocondrial também foi observado na concentracdo de 2mM/mL de cisteina, no entanto, nao se
constatou efeito significativo sobre a motilidade esperméatica apds a criopreservacao.
Similarmente, Menezes et al. (2008) ndo verificaram efeito considerdvel na motilidade
espermatica apos refrigeracdo por 48 horas quando comparado o grupo controle, que nao recebeu
adicao de antioxidantes, aos suplementados com 0,5mM, 1mM, 5mM e 10mM de cisteina.

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos pode ser observado na literatura estudos com a
adicdo de vitamina E (SARLOS et al., 2002; MAIA et al., 2010), vitamina C (SONMEZ &
DEMIREI, 2004; MATA-CAMPUZANO et al., 2012) e compostos fenolicos (STOJANOVIC et
al., 2001; DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004) em sémen ovino.

A vitamina E (VIT E) ou tocoferol é um composto lipossoluvel natural da membrana
celular (SIKKA, 1996; MANEESH et al., 2006) e protege as células das ROS. Acredita-se que a
VIT E é o inibidor primario dos radicais livres encontrados nas membranas celulares e no plasma
seminal de mamiferos (SIKKA, 2004). No entanto, os efeitos da vitamina E podem variar em
funcdo da concentracdo utilizada. Sabe-se que de acordo com a quantidade de radicais livres a
serem inativados, esta poderd ter acdo antioxidante ou de estimular a oxidagdo (CAO &
CUTLER, 1997). O efeito deste antioxidante no sémen ovino tem sido estudado por diferentes
grupos de pesquisa. A adicdo do analogo da vitamina E (Trolox), nas concentracbes 60 e
120puM/mL, protegeu as células espermaticas ap0s o periodo de congelacdo/descongelacao,

sendo observado menores danos a membrana plasmatica e maior motilidade quando comparado



172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

ao grupo controle, quando ndo houve adi¢do de Trolox (SILVA, et al., 2013). MAIA et al. (2010)
observaram também melhor preservagdo das células esperméticas de ovinos, quando em meio
diluidor Tris-gema acrescido de 50uM/mL de Trolox em relacdo ao meio sem aditivos, apos o
processo de descongelagéo Corroborando com os estudos retromencionados, outras pesquisas em
que as células esperméticas foram submetidas a refrigeracdo a 5°C por 48 horas, verificaram
maior percentual de motilidade e integridade da membrana espermética quando em meio
suplementado com 0,5, 1, 2,5 e 5 mg/mL Trolox em relacdo ao grupo controle (sem adicéo de
antioxidante) (SARLOS et al., 2002).

O é&cido ascorbico ou vitamina C (VIT C) esta presente no plasma seminal e é encontrado
no organismo na forma de ascorbato. Este € uma vitamina hidrossolGvel, que tem sido
considerado o antioxidante mais importante do fluido extracelular (ALVAREZ et al., 2006;
HOSSEIN et al., 2007). A VIT C ¢ util na neutralizacdo das ROS por meio de reacdes de
reducdo e previne a formacdo de hidroperdxido de lipidios nas lipoproteinas plasmaéticas,
inibindo assim o estresse oxidativo (ANNAE & CREPPY, 2001; BARREIROS et al., 2006;
VASCONCELOS et al., 2007; GUERRA et al., 2012). Apesar dos potenciais beneficios, estudos
ainda sdo necessarios para escolha da dose ideal de VIT C a ser adicionada em meio diluidor de
sémen ovino. A criopreservacao de sémen desta espécie em meio Tris-glucose acrescido de 0,5,
1 e 2 mg/mL de acido ascorbico ndo preservou as caracteristicas seminais, enquanto que a adi¢do
de 5 e 10 mg/mL reduziu a motilidade espermatica (SONMEZ & DEMIRCI, 2004). Quando
adicionada apos a descongelacdo do sémen e incubado a 37°C por 2 e 4 horas, 0 acido ascorbico
na concentracdo de 0,1 mM/mL em meio TALP-Hepes preservou a motilidade, viabilidade e
atividade mitocontrial, enquanto na concentragdo de 1 mM/mL resultou em reducdo destes

parametros espermaticos. Os efeitos podem ser justificados por ter sido observado decréscimo
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das ROS na concentracdo menor enquanto a maior o mesmo ndo aconteceu.(MATA-
CAMPUZANO et al.; 2012).

Um grupo novo de antioxidantes ndo enzimatico que vem sendo estudado sdo os
compostos fenodlicos, os quais podem ser divididos em duas classes os flavonoides e nédo
flavonoides (DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004). A quercetina é um polifenol
flavondide que possui uma estrutura considerada ideal para reducdo do estresse oxidativo; isto
porque apresenta varios grupos de hidroxilas e assim, é considerado mais potente que as
vitaminas E e C (STOJANOVIC et al., 2001, BARREIROS et al., 2006). Este antioxidante
possui ainda, capacidade de inibir danos oxidativos induzidos pelo H,0, no DNA (BIANCHI &
ANTUNES, 1999). Apesar do efeito antioxidante positivo da quercetina, foi demonstrada a
reducdo do potencial mitocondrial das células esperméticas de ovinos pos
congelacdo/descongelagdo em meio diluidor Tris acrescido de 5 a 20pg/mL desta substancia
(SILVA et al., 2012).

J& no grupo dos fendlicos ndo flavonoides pode-se destacar o resveratrol como
importante antioxidante, encontrado em duas formas, cis e trans (STOJANOVIC et al., 2001;
DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004). A forma trans é a mais estavel enquanto a cis é
instavel a acdo da luz (TRELA & WATERHOUSE, 1996, GUERRA et al., 2012). Segundo
Sarlos et al. (2002), este antioxidante tem acdo importante na conservacdo do sémen ovino em
virtude da alta capacidade de inibir a lipoperoxidacéao frente aos demais antioxidantes. Os autores
mencionados observaram menor quantidade de lesdo acrossomal em sémen ovino diluido com
meio Tris adicionado de 15ug/mL de resveratrol, apos nove dias de refrigeracdo em relacdo ao
sémen em que ndo se suplementou com o antioxidante. Em contrapartida, outro estudo

apresentou que a adicdo de 5 a 20ug/mL de resveratrol néo preservou a motilidade progressiva e
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vigor dos espermatozoides ovinos criopreservados, além de diminuir o potencial mitocondrial
dessas células (SILVA et al., 2012).

Por fim, vale reforcar que diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de
identificar o antioxidante (em isolado) e sua dose ideal para uso na criopreservacdo de sémen
ovino. No entanto, ha trabalhos que avaliam a associacdo de antioxidantes, obtendo-se efeitos
positivos. A associacdo de resveratrol (15ug/mL) e vitamina E (5mg/mL) prolongou o periodo
de conservacdo do sémen ovino, reduzindo o grau de danos celulares e preservando a motilidade
espermatica (SARLOS et al., 2002). O uso associado de Trolox (50 pM/mL) e catalase
(50ug/mL) diminuiu a producdo de ROS quando comparado ao grupo controle ou aos grupos
que receberam a adicdo isolada dos antioxidantes (MAIA et al., 2010). Existem ainda outros
estudos publicados com a utilizagdo conjunta de diferentes antioxidantes, entretanto, sabe-se que
ainda n&o se tem a definicdo de qual antioxidante isolado, ou em associagao, e sua concentracao
é ideal para criopreservacio de sémen ovino. A visto disso, ha maiores possibilidades e pleito de
futuras pesquisas visando aprimorar a criopreservacdo do sémen ovino pelo uso de substancias

antioxidantes.

CONCLUSOES
Os antioxidantes, enzimaticos ou ndo, possuem a funcdo de diminuir as concentracdes de
ROS no meio e os danos por elas causados, auxiliando assim na criopreservagdo das células
espermaticas. Os estudos tém demonstrado a eficacia da adicdo de antioxidantes em meios
diluidores de sémen ovino, assim como, seus efeitos deletérios. A justificativa parece estar
relacionada a dose adicionada ao meio diluidor, que em excesso é prejudicial e pode

comprometer etapas fisiologicas importantes da aquisicdo do potencial fertilizante espermatico.
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Contudo, ainda sdo necessarios mais estudos para definir com exatiddo o antioxidante de escolha
ou a associagdo que confere melhores resultados, assim como, qual a concentracéo ideal para a
preservacdo da qualidade espermatica, desta forma, visando a evolucdo e incremento da

criopreservacao de sémen ovino.
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