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RESUMO A criopreservagao do sémen é uma biotécnica da reprodugao que permite o armazenamento de recursos
genéticos por longos periodos em baixas temperaturas. Esse processo reduz os niveis de antioxidantes enddgenos
do sémen, devendo-se adicionar antes da congelagdo na tentativa de minimizar a produgdo de espécies reativas do
oxigénio, que sdo fisiologicamente envolvidas na manutencdo da capacidade fertilizante e responsavel pela
capacitacdo espermatica, sendo produzidas normalmente pelo metabolismo energético do espermatozoide ou
devido adicdo exdgena. Antioxidantes sdo importantes na reducdo dos danos causados pela criopreservacgao,
preservando a integridade fisica e quimica das células espermaticas. O objetivo dessa revisao bibliografica foi
identificar as principais classificagdes dos antioxidantes e verificar metodologias atuais sobre a adigdo de
antioxidantes ao sémen ovino criopreservado, destacando a importancia do uso na redugdo da lipoperoxidagdo. As
diferentes classes de antioxidantes fornecem resultados satisfatérios para os parametros espermaticos pos-
descongelagdo de carneiros, quando usados em concentracdes ideais, além da analise realizada com ferramentas
tecnoldgicas antigamente ndo-disponiveis. Conclui-se que pesquisa com antioxidantes no sémen ovino sdo
realizadas ha muito tempo e permanece até os dias atuais, com uma perspectiva de inovagao e utilizando substratos
antigamente nao testados.
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Importance of antioxidant addition in cryopreserved ram sperm

ABSTRACT Semen cryopreservation is reproductive biotechnology that allows the storage of genetic resources for long
periods at low temperatures. This process reduces the levels of endogenous smen antioxidants and it should be added
before freezing in an attempt to minimize the production of reactive oxygen species, which are physiologically involved
in maintaining of fertilizing capacity and responsible for the sperm capacitation, and them are normally produced by
the energy metabolism of spermatozoa or due to exogenous addition. Antioxidants are important in reducing the
damage caused by the cryopreservation, preserving the physical and chemical integrity of sperm cells. The aim of this
literature review was to identify the main antioxidant classifications and to verify current methodologies on the addition
of antioxidants to cryopreserved semen of sheep, highlighting the importance of the use in reducing lipoperoxidation.
The different classes of antioxidants provide satisfactory results for post-thawed sperm parameters of ram when used
at optimum concentrations, in addition to the analysis performed with previously unavailable technological tools. It is
concluded that research with antioxidants in sheep semen has been carried out for a long time and remains until the
present day, with a perspective of innovation by using previously untested substrates.
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Introdugdo

Os espermatozoides de carneiros sdo conhecidos por serem células particularmente sensiveis ao choque frio,
devido aos danos induzidos pela formagao de cristais de gelo intracelular (Arando et al 2019). Essa susceptibilidade é
corroborada pelo baixo nimero de espermatozoides que sobrevivem apds o processo de congelagdo-descongelagdo e
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pela baixa capacidade de fertilizagdo dessas células (Curry e Watson 1994), ou pode ser atribuida ao baixo nivel de
colesterol, composigao fosfolipidica e alta proporgdo de acidos graxos insaturados (Evans e Maxwell 1989). Dessa forma,
a célula espermatica pode sofrer danos causados pela peroxidagdo lipidica (Nascimento et al 2018), causado pelo
desequilibrio de substancias antioxidantes e concentrag¢des fisioldgicas de oxidantes, aumentando a produgdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (Guerra et al 2004). Altos niveis de ERO em espermatozdides foram associados a
diminuigdo da motilidade (Peris et al 2007; Agarwal et al 2014) resultantes da peroxidagdo de acidos graxos insaturados
presentes na membrana plasmatica (Gomez et al 1998).

Os espermatozoides e o plasma seminal possuem antioxidantes que auxiliam na viabilidade espermética,
entretanto, ao submeter o sémen a diluigdo para congelagdo, a capacidade defensiva é limitada (Camara e Guerra 2011).

Existem diferentes classes de antioxidantes, como os naturais e os andlogos sintéticos, que a partir do uso isolado
ou associado, oferecem resultados satisfatdrios nos parametros espermaticos de carneiros pos-descongelagao.

Normalmente as ERO sdo produzidas nas mitocondrias durante o consumo de oxigénio, quando a dgua se reduz
sequencialmente (Ruiz et al 2007). O espermatozoide é uma célula germinativa que necessita de oxigénio para a
manutengdo do seu metabolismo. Entretanto, algumas situagdes podem impor inidmeros danos quando as
concentragbes dos metabdlitos oxidativos estdo elevadas. Esses defeitos sdo resultantes do excesso de ERO, que afetam
diretamente a qualidade do sémen, desde diminuicdo da motilidade irreversivelmente, inibicdo do processo
respiratério, danos ao DNA espermatico e mitocondrial, resultando na redugdo do potencial fertilizante do
espermatozoide (Irvine et al 2000; Valenga e Guerra 2007). Para reduzir o quadro de estresse oxidativo, é necessario
minimizar a produc¢do de ERO ou aumentar a quantidade de antioxidantes disponiveis (Andrade et al 2010).

Nesse contexto a realizagdo de estudos que identifiquem a importancia da adigdo de antioxidantes ao sémen de
carneiros pré-criopreservacdo € essencial para promover um aumento na qualidade espermatica, melhorando
viabilidade, capacidade fertilizante e redugao dos defeitos ao DNA espermatico e mitocondrial.

O objetivo dessa revisdo bibliografica é identificar as principais classificagGes dos antioxidantes e verificar a
eficiéncia da sua adigdo ao sémen ovino criopreservado em pesquisas recentes, destacando a implicagdo do uso na
reducdo das espécies reativas do oxigénio.

Antioxidantes enzimaticos

As defesas antioxidantes atuam de forma coordenada e balanceada, a fim de proteger o organismo dos danos
celulares causados pelo estresse oxidativo. Especificamente, vdo atuar na primeira como redutores na prevencado da
formagdo das ERO e protegendo os espermatozoides da agdo toxica do oxigénio (Chabory et al 2009). Entre os
antioxidantes enzimaticos, destaca-se a Superoxido desmutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase.

Superoxido dismutase (SOD)

A SOD tem agdo enzimatica e desempenha um importante papel antioxidante, catalisando a desmutagdo do
radical superoéxido na presenca do préton H (Ferreira e Matsubara 1997). Comumente, o processo de criopreservagdo
esta associado a diminuigdo dos niveis organicos da SOD (Stefanov et al 2004).

Ha uma redugdo de 65% na atividade da SOD no sémen ovino criopreservado, quando comparado ao sémen in
natura e refrigerado (Marti et al 2008). Em estudo que analisava atividade antioxidativa da SOD em trés concentragGes
diferentes (30, 60 e 120 U/mL) que Stefanov et al (2004) verificaram que a maior concentrac¢do foi mais efetiva quando
comparada a concentracdo de (30 U/mL), evidenciando a importancia da adi¢do de antioxidantes externos ao meio
diluente antes do processo de criopreservagdao. Similarmente, foi observado que ao adicionar os antioxidantes
conhecidos como tempo e tempol em diferentes concentragdes (0,5; 1,0 e 2,5 mM) e temperaturas (35; 25; 15; 10 e
52C) uma menor intensidade na diminui¢do da motilidade e viabilidade naqueles com concentra¢ées de 0,5e 1,0 mM e
na temperatura de 52C, considerada mais critica para as células espermaticas, além de reduzir a capacitagdo prematura
dos espermatozoides (Santiani et al 2014).

Quadro 1 Efeitos da adi¢do de antioxidantes ao sémen ovino criopreservado.
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Autores/ano de
publica¢ao

Titulo

Objetivo

Desfecho

Arando et al 2019

Efeito de diferentes
antioxidantes derivados
do azeite
(Hidrotirosol/HT e 3,4-di-
idroxifenilglicol/DHPG)
sobre a qualidade do
sémen de  carneiro
congelado-

descongelado.

Analisar a influéncia da adicdo
de diferentes concentragdes
de HT, DHPG e a mistura de
ambos para o espermatozoide,
a fim de melhorar a qualidade
do sémen de carneiro

congelado-descongelado

Os resultados sugerem que a
adicdo  de
derivados do

antioxidantes
azeite para
congelagdo em extensor a
base Tris oferece protecdo
significativa contra
Peroxidagdo Lipidica (LPO) da
membrana plasmatica, com
valores semelhantes ao sémen

fresco.

Banday et al 2017

Uso de antioxidantes
reduz a peroxidagdo
lipidica e melhora a
qualidade espermatica

em carneiros mesticos

durante criopreservagao.

Investigar o efeito
antioxidante na peroxidagao
lipidica (LPO) e qualidade do
sémen de carneiro durante a

criopreservagéo.

A taurina, na concentragao de
40mM, reduziu a peroxidagao
lipidica e melhorou a
qualidade espermdtica pos-

descongelacdo de carneiro
mestico, podendo ser
recomendada com

componentes permanente do
extensor a base Tris.

Bucak et al 2013

A refinose e a hipotaurina
melhoram os parametros

Determinar o efeito da

rafinose e da hipotaurina em

Em comparagdo ao grupo

controle a suplementacdo

parametros bioquimicos
do sémen de carneiros
Merinos.

pardmetros espermaticos e
bioquimicos do sémen
congelado-descongelado de

carneiros Merino.

espermaticos pos- extensores a base de Tris nos | com rafinose e hipotaurina
descongelacao de pardmetros espermaticos de | apresentaram os parametros
carneiro Merino. carneiros durante o processo | espermaticos mais
de congelacdo-descongelagdo. | satisfatorios.
Coyan et al 2011 Efeito da cisteina e Determinar o efeito da cisteina | A ergotioneina e a cisteina
ergotioneina antes da e ergotioneina antes da | melhoraram os parametros
criopreservagdo nos criopreservagao nos | espermaticos pos-

descongelacdo de motilidade
e atividade mitocondrial,

respectivamente.

Catalase (CAT)

A catalase (CAT) é considerada uma heme-proteina responsavel pela catalise do perdxido de hidrogénio a agua
e oxigénio molecular, atuando na detoxificacdo de diferentes substratos. Sua fun¢do antioxidante é minimizar a
producdo da radical hidroxila (Nordberg e Arnér 2001).

Normalmente, a adicdo da CAT no processo de criopreservagao objetiva a reducdo dos efeitos deletérios
resultantes da técnica, obtendo-se maior quantidade de células vidveis apds o armazenamento em nitrogénio liquido
(Luz et al 2011). Em estudo realizado por Bucak et al (2008), no qual, verificava o uso da cisteina, observaram que a
motilidade do espermatica pds-descongelacdo melhorou a partir da elevagdo da enzima catalase.

Glutationa peroxidase
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A glutationa peroxidase encontra-se no organismo dos mamiferos em quatro formas (GSH-Px1; GSH-Px2; GSH-
Px3; GSH-Px4), apenas com fungdo espermatica a unidade GSH-Px4 (Imai e Nakagawa 2003; Alvrez et al 2006).

Esta unidade pode atuar reagindo com o perdxido de hidrogénio, sendo responsavel pela preservagdo da
integridade da membrana plasmatica contra os danos oxidativos (Alvarez et al 2006), porém todas participam da
inibicdo da peroxidagdo lipidica (Maneesh e Jayalekshmi 2006).

Antioxidantes nao enzimaticos

A relagdo do uso de dalcool com menor adesdo ao tratamento em pacientes hipertensos, quando vista na
literatura, é majoritariamente confirmada. Embora apresente um consideravel nimero de estudos a respeito, ainda ndo
€ uma questdo totalmente elucidada e apresenta limitagdes a respeito da metodologia de andlise e possiveis distratores
que possam influenciar a pesquisa.

Acido ascérbico (Vitamina C)

Vitaminas sdo substancias organicas que, mesmo em pouca quantidade, agem em multiplos processos
metabdlicos. O acido ascérbico ou Vitamina C, € um antioxidante do grupo das lactonas, comumente encontrado nas
células animais na forma de ascorbato, e por meio de suas rea¢des de reducdo, neutraliza as ERO e atua inibindo a
peroxidacdo lipidica (Barreiros et al 2006).

Nesse contexto, a utilizacdo de antioxidantes em diluidores de sémen, pode melhorar a eficiéncia contra o dano
oxidativo e a criopreservagao seminal, haja vista que a alta geragdo de ERO pode diminuir as defesas antioxidantes.

Peixoto et al. (2008) com intuito de avaliar a eficacia do periodo de incubagdo pds-descongelagdo sobre a
viabilidade espermatica do sémen de ovinos criopreservados em diluente Tris-Gema que foram suplementados com o
acido ascorbico e Trolox (andlogo hidrossolivel da Vitamina E), concluiram que o acido ascérbico (600 mM/L)
demonstrou menor percentual de células espermaticas com estresse oxidativo avaliado pelo teste Nitroblue
Tetrazolium.

Sonmez e Demirci (2004) estudaram o uso do acido ascérbico como antioxidante com o objetivo de melhorar as
taxas de criopreservagdo de sémen ovino, e observaram que a utilizacdo de 5% de glicerol + 1 mg do acido ascérbico
apresentou eficdcia na criopreservagao do sémen, aumentando a taxa de motilidade total, assim como a preservagao
daintegridade de membrana acrossomal, resultando em maiores indices de espermatozoides com qualidade estrutural.

a-Tocoferol (Vitamina E)

O a-Tocoferol, também chamado de Vitamina E, é o nome dado a um grupo de antioxidantes naturais
lipossoluveis, que tem uma importante fungdo na prevengdao dos danos causados pelas ERO e atua removendo uma
molécula que os peroxiradicais geralmente reagem ao invés das membranas bioldgicas, evitando, assim, a degradacdo
lipidica e também o extravasamento de material intracelular (Wolf et al 1998; Batista et al 2007).

O Trolox C (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2- acido carboxilico) € um analogo hidrossoluvel do a-tocoferol,
geralmente utilizado na preservagao de éleos e gorduras animal e vegetal com propriedades antioxidantes (Scott et al
1974). A utilizagdo do Trolox C em sémen ovino foi eficaz na inibicdo da lipoperoxidacdo da membrana plasmatica (Sarlos
et al 2002). Similarmente, Mata-Campuzano et al (2015) ao analisarem o efeito antioxidante da glutationa redutase,
Trolox, crosin ou cisteamina de 1ImM em extensor a base de Tris-frutose concluiram que o uso do Trolox pode ser
benéfico para o processo de criopreservacao. A adigao desse andlogo do a-Tocoferol em concentragdes de 60 e 120uM
favoreceu maior integridade de membrana plasmatica e mitocondrial, assim como melhorando a cinética dos
espermatozoides de carneiros pds- descongelagao (Silva et al 2013).

Coenzima Q
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A coenzima Q é um antioxidante que atua nas mitocondrias sobre a cadeia transportadora de elétrons, estando
presente em concentragGes reduzidas no plasma e em membranas, prevenindo a lipoperoxidagdo (Halliwell e
Gutteridge 1999).

Consideragoes finais

A adicdo de antioxidantes no processo de criopreservagao garante maior viabilidade e melhora os parametros
espermaticos em carneiros, mantendo a integridade celular e reduzindo as crioinjdrias. Contudo, o uso em
concentragdes incorretas pode, ainda assim, promover o estresse oxidativo, contrariando sua finalidade. A inclusdo de
antioxidantes nas solugdes de criopreservagdao pode minimizar os efeitos deletérios das ERO, reduzindo os efeitos
negativos nas membranas plasmatica e acrossomal, no potencial de membrana mitocondrial e fragmentagdo de DNA.
Pesquisas com antioxidantes no sémen ovino sdo realizadas ha muito tempo e permanece até os dias atuais, com uma
perspectiva de inovagao e utilizando substratos antigamente ndo testados.
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