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Resumo

A primeira indicacdo da geracdo de espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ROS) pelo
espermatozoide de mamiferos e seus efeitos na funcéo espermatica, foram relatados por MacLeod em 1943. No
entanto, foi somente a partir dos anos 70 que as pesquisas sobre o papel das ROS na fisiopatologia espermética
de vérias espécies se intensificaram. A producdo de pequenas quantidades de ROS no sémen é necessaria para a
funcdo espermética normal, no entanto altas concentragdes dessas moléculas sdo prejudiciais as células
espermaticas. Esta revisdo enfoca a natureza das ROS e sua influéncia sobre a fisiologia e a patologia do
espermatozoide de mamiferos.

Palavras-chave: catalase, diluente, espécies reativas do metabolismo do oxigénio, espermatozoide, peroxidacéo
lipidica, plasma seminal, sémen, Trolox.

Abstract

The first indication of the generation of reactive oxygen species (ROS) by the mammal spermatozoa and
its effect in the sperm function was reported by MacLeod in 1943. Nevertheless, it was only in the years 70 that
the researches focusing the role of ROS in the sperm pathophysiology of several species were intensified. The
production of small amounts of ROS in semen is necessary for the normal spermatic function; however, high
concentrations of these molecules are harmful to the spermatozoa. This review focuses the nature of the ROS
and its role in the physiology and pathology of the spermatozoa of the mammals.

Keywords: extender, lipid peroxidation, catalase, reactive oxygen species, semen, seminal plasma, sperm,
Trolox.

Introducéao

Os termos radicais livres, oxidantes e espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ROS, de reactive
oxygen species) sdo usados no meio cientifico para identificar os intermediarios quimicos reativos oriundos do
metabolismo do oxigénio, entre eles: o radical superdxido (O,), o radical hidroxila (OH®) e o per6xido de
hidrogénio (H,0,).

A célula espermatica é capaz de gerar e degradar ROS, as quais, em pequenas quantidades, sdo
necessarias para o funcionamento normal da célula. Nos Gltimos anos, varios estudos foram realizados visando
entender o papel desses radicais na funcéo espermatica. Ja é evidente a participacéo do anion superdxido e do
peroxido de hidrogénio, quando em baixas concentragdes, nos eventos que culminam com a fertilizacdo em
diferentes espécies. Também ¢é conhecida a susceptibilidade do espermatozoide de mamiferos aos efeitos
citotdxicos das ROS e ao estresse oxidativo. A geragdo excessiva de ROS pode subjugar o sistema intracelular
de defesa antioxidante do espermatozoide, que € fraco, devido a escassez de citoplasma, tornando-o susceptivel
ao estresse oxidativo. Contudo, o plasma seminal, que é rico em antioxidantes, oferece prote¢do ao
espermatozoide, compensando a sua baixa disponibilidade de enzimas antioxidantes.

Diversos estudos tém demonstrado que o processo de criopreservacdo acarreta estresse oxidativo a
célula espermética e que a adi¢do de antioxidantes aos meios de congelacéo e refrigeracdo de sémen ajuda a
proteger 0 espermatozoide contra o dano induzido pelos radicais livres sobre a sua motilidade, viabilidade,
producdo de energia e integridade do DNA, bem como a interromper a reacdo em cadeia da peroxidacdo dos
lipidios das membranas espermaticas, em diversas espécies de animais.

Nesta revisdo, serdo abordados aspectos ligados a geracdo e degradacdo de ROS no sémen, bem como
seu envolvimento na fungdo espermatica e a contribuicdo da adicdo de antioxidantes aos meios de refrigeracéo e
congelacdo do sémen.
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Espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ROS)

Em condicGes de normalidade do metabolismo celular aerébico, o oxigénio molecular (O,) sofre
reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacdo de H,O. Durante esse processo,
sdo formados intermediarios reativos como: os radicais superéxido (O,), hidroperoxila (HO,") e hidroxila (OH®),
e 0 ndo radical peroxido de hidrogénio (H,O,; Ferreira e Matsubara, 1997; Halliwell e Gutteridge, 1999;
Nordberg e Arnér, 2001).

O anion superoxido (O,) é um radical livre, formado a partir do oxigénio molecular, pela adicdo de um
elétron. E gerado de forma espontéinea, especialmente na membrana mitocondrial, através da cadeia respiratoria
e também por flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases. E um radical pouco reativo e nio tem a habilidade
de penetrar nas membranas lipidicas, agindo apenas no compartimento onde é produzido (Nordberg e Arnér,
2001).

O radical hidroxila (OH®) é considerado o radical livre mais reativo em sistemas biologicos, sendo
capaz de causar mais danos do que qualquer outra ROS. E formado a partir do perdxido de hidrogénio, em uma
reacdo catalisada por ions metais (Fe™ ou Cu"), denominada reacdo de Fenton (Ferreira e Matsubara, 1997;
Halliwell e Gutteridge, 1999; Nordberg e Arnér, 2001). Reage rapidamente com biomoléculas e pode
desencadear a peroxidagao dos lipidios nas membranas celulares (Halliwell e Gutteridge, 1999).

O peroéxido de hidrogénio (H,O,) ndo é um radical livre, mas um metabélito do oxigénio extremamente
deletério porque participa como intermediario na reacdo que produz o radical OH®. E gerado a partir da
dismutacdo enzimatica do O, pela superdxido dismutase, tem vida longa e é capaz de atravessar membranas
bioldgicas (Ferreira e Matsubara, 1997; Nordberg e Arnér, 2001).

ROS e funcdo espermética

Segundo Halliwell e Gutteridge (1999), a primeira indicacdo de que o estresse oxidativo pode afetar a
viabilidade e a funcdo do espermatozoide foi obtida por MaclLeod (1943), quando observou que o
espermatozoide humano incubado na presenca de elevadas concentracfes de O, perdia rapidamente sua
motilidade e que a adi¢éo de catalase, sob as mesmas condicgdes, evitava a perda de motilidade.

Producéo de ROS no sémen

As ROS mais comumente geradas pelo espermatozoide sdo: o anion superdxido, o peroxido de
hidrogénio e o radical hidroxila (Aitken, 1995; De Lamirande e Gagnon, 1999).

No entanto, 0 mecanismo bioquimico responsavel pela producdo de ROS pelo espermatozoide ainda
ndo esta elucidado. Existem evidéncias da presenca de uma oxidase na membrana plasmatica do espermatozoide
que, quando ativada, gera O, (Aitken, 1995; De Lamirande et al., 1997). Aitken (1995) sugere que a
nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato, NAD(P)H, seja a principal fonte de elétrons responsaveis pela
producdo de O, pelo espermatozoide humano com o possivel envolvimento do sistema NAD(P)H —oxidase,
como acontece em outros tipos de células. Aitken et al. (2003) demonstraram que 0 espermatozoide humano é
uma célula redox ativa que possui diferentes sistemas de transporte de elétrons. Um componente significante
dessa atividade € localizado na superficie celular e pode ser facilmente removido das células intactas por um
simples processo de lavagem (essa atividade aparece no sobrenadante das células lavadas), sugerindo que a
atividade redox ocorre na superficie do espermatozoide, o que é consistente com a atividade da enzima de
superficie celular NAD(P)H -oxidase. Sabeur e Ball (2006) confirmaram que o espermatozoide equino usa
NAD(P)H como substrato para geracdo de superoxido. Recentemente, De Lamirande e Lamothe (2009)
rejeitaram a hip6tese de que a enzima espermatica é similar "a NADPH-oxidase, porque os componentes dessa
oxidase ndo foram encontrados no espermatozoide submetido a analise de imuno blotting. Confirmam, porém,
que uma oxidase, ainda ndo identificada, localizada na membrana, é a responsavel pela produgdo de O, no
espermatozoide.

Uma segunda hip6tese para a producdo de ROS é a diaforase espermatica (uma oxidoredutase
NAD(P)H-dependente), localizada na pega intermediaria do espermatozoide e integrada a cadeia respiratoria
mitocondrial (Gavella e Lipovac, 1992). Plante et al. (1994) sugeriram a predominancia da diaforase espermatica
como sistema gerador de ROS pelo espermatozoide. Esses autores observaram que apenas um terco das ROS
produzidas pelo espermatozoide sdo liberadas para fora da célula e argumentaram que, se as ROS séo geradas
dentro da célula, elas ttm menos chance de atingir o espaco extracelular do que se forem geradas por uma
NAD(P)H- oxidase na membrana plasmatica, que libera seus produtos no meio extracelular, como ocorre com 0s
leucdcitos.

As principais fontes de ROS no ejaculado sdo os espermatozoides, morfolégica ou funcionalmente,
anormais e 0s leucocitos, que podem estar presentes no ejaculado. Os espermatozoides imoveis e
morfologicamente anormais geram maiores quantidades de ROS que os normais. Ao incubarem espermatozoides
de garanhdo, na presenca ou ndo de neutrofilos ativados, Baumber et al. (2002) observaram um aumento
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significativo na geracdo de H,O,, quando os neutr6filos estavam presentes, associado a um decréscimo na
motilidade espermatica total. No sémen de homens inférteis, é gerada uma grande quantidade de ROS
comparada aquela produzida no sémen de homens férteis, e os espermatozoides defeituosos ou ndo funcionais
tém grande contribuicdo nessa geracdo (Aitken, 1995). Segundo Zini et al. (2000), o plasma seminal de homens
inférteis ndo é deficiente em enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD) e /ou catalase, e 0 alto
nivel de ROS presente no sémen de alguns desses homens é atribuido a producéo excessiva de ROS e ndo a uma
deficiéncia nas defesas antioxidantes. No sémen de garanhdo, Ball et al. (2001b) observaram que os
espermatozoides anormais presentes no sémen geram, significativamente, maiores quantidades de H,O, do que
0S normais.

No sémen ovino criopreservado no diluidor Tris-gema aditivado ou ndo de Trolox-C e catalase, Maia
(2006) detectou a geragdo de O,, H,0O, e OH (LPO) tanto no sémen congelado na presenca quanto na auséncia
dos antioxidantes, indicando que o processo de criopreservacao induz a geracdo de ROS nessa espécie.

Sistemas de defesa antioxidantes no sémen e no espermatozoide

Nos sistemas aerdbicos, é essencial o equilibrio entre a quantidade de ROS gerada e a quantidade
removida pelo sistema antioxidante celular. Normalmente, o dano celular ocorre quando este equilibrio é
perturbado, levando a célula ao estresse oxidativo. Em principio, o estresse oxidativo ocorre quando o sistema
antioxidante de defesa celular ndo consegue eliminar o excesso de ROS produzidas (Halliwell e Gutteridge,
1999).

Para proteger-se do efeito letal da formacdo excessiva de ROS, a célula possui um sistema de defesa
antioxidante, enzimatico e ndo enzimatico que pode atuar tanto removendo o agente antes que ele cause leséo,
guanto reparando a lesdo ocorrida (Ferreira e Matsubara, 1997; Halliwell e Gutteridge, 1999).

O espermatozoide conta com um sistema enzimatico de defesa antioxidante, que inclui superéxido
dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR), bem como antioxidantes nao
enzimaticos como: &cido ascérbico e a-tocoferol (Aitken, 1995). No meio extracelular, ele é protegido pelo
plasma seminal que contém redutores de ROS, enzimaticos e ndo enziméticos, como: acido ascdrbico, acido
Urico, albumina e outras proteinas, catalase, SOD, glutationa e outros tiois, taurina, hipotaurina e vitamina E
(Jézwik et al., 1997; Overveld et al., 2000; Zini et al., 2000). Como a capacidade biosintética do espermatozoide
é limitada, o plasma seminal é particularmente importante na protecdo do espermatozoide contra os danos
causados pelas ROS geradas pelo proprio espermatozoide e pelos fagdcitos presentes no ejaculado (Aitken,
1995).

A enzima superdxido dismutase (SOD) presente no citoplasma (Cu, Zn — SOD) e na mitocéndria (Mn-
SOD) é responsavel pela dismutagdo de duas moléculas do anion superdéxido (O,) em uma de perdxido de
hidrogénio (H,0,), enquanto enzimas como a catalase e a glutationa peroxidase (GPx) catalisam a redugéo do
H,O, a dgua e O, (Nordberg e Arnér, 2001). Enzimas removedoras de ROS, como a superdxido dismutase,
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase ou catalase, ja foram detectadas no espermatozoide e/ou no
plasma seminal de vérias espécies, incluindo ovinos (Kasimanickam et al., 2006; Bucak et al., 2008; Marti et al.,
2008), caprinos (Atessahin et al., 2008; Bucak et al., 2009), bovinos (Bilodeau et al., 2000; O’Flaherty et al.,
2003; Saridzkan et al., 2009) e homem (Aitken et al., 1996; Zini et al., 2000; Misro et al., 2004).

No sémen fresco de carneiro, a atividade das enzimas antioxidantes glutationa redutase e glutationa
peroxidase no espermatozoide € baixa, enquanto a atividade de superéxido dismutase é centena de vezes mais
alta (Kasimanickam et al., 2006; Marti et al., 2008). Quando incubaram o espermatozoide ovino a 15°C por seis
horas, Marti et al. (2003) ndo observaram diferenca significativa na atividade da superéxido dismutase e
glutationa peroxidase com o tempo de incubacdo. No entanto, ap6s um ciclo de congelagdo e descongelagdo,
Marti et al. (2008) observaram que ndo houve mudanca significativa na atividade da glutationa redutase e
glutationa peroxidase no sémen, enquanto a atividade da superdéxido dismutase foi cerca de duas vezes menor no
sémen descongelado do que no fresco e refrigerado. No sémen ovino congelado em diluidor & base de Tris,
Bucak et al. (2008) detectaram baixa atividade de glutationa peroxidase e catalase.

No sémen fresco de bovinos, Bilodeau et al. (2000) observaram que a atividade de glutationa
peroxidase, no espermatozoide, € baixa e que nenhuma atividade de catalase é detectada, enquanto, no plasma
seminal, existe uma baixa atividade de catalase e alta atividade de glutationa peroxidase. J& a atividade de
superdxido dismutase € alta tanto no espermatozoide quanto no plasma seminal, e os niveis de glutationa sdo
altos no espermatozoide e muito mais baixos no plasma seminal, demonstrando que a superdxido dismutase e a
glutationa sdo os dois principais antioxidantes intracelulares no espermatozoide bovino e que a atividade de
glutationa peroxidase e catalase detectada no sémen da espécie € atribuida ao plasma seminal. Para O’Flaherty et
al. (2003), a superdxido dismutase parece ser o principal antioxidante enzimatico presente no sémen bovino.

No sémen bovino criopreservado, também foi detectada atividade de glutationa, glutationa peroxidase,
superoxido dismutase e catalase (Bilodeau et al., 2000; Stradaioli et al., 2007; Sariézkan et al., 2009). No
entanto, ap6s um ciclo de congelacdo e descongelacéo, Bilodeau et al. (2000) observaram uma reducéo de 50%
na atividade total da superdxido dismutase e de 70% no nivel total de glutationa no espermatozoide em relagdo
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ao sémen fresco. Stradaioli et al. (2007) também observaram uma reducdo de 58% nos niveis de glutationa no
espermatozoide bovino ap@s a criopreservacdo com o diluente tradicional Tris-gema, quando comparado ao
sémen fresco. Esses resultados demonstram que a criopreservacdo reduz os niveis dos antioxidantes presentes
tanto na célula quanto no plasma seminal, fortalecendo a evidéncia de que, entre as causas da deterioracdo da
qualidade do sémen ap6s um ciclo de congelacdo e descongelacao, estdo aquelas ligadas ao estresse oxidativo.

Existe ainda uma relagdo inversa entre a atividade de enzimas antioxidantes e a qualidade espermatica.
No sémen de homens inférteis, Aitken et al. (1996) observaram uma correlacdo negativa entre atividade da
superdxido dismutase e varios aspectos da funcdo espermatica, incluindo capacidade de fusdo espermatozoide-
ovdcito, morfologia, motilidade espermatica e uma correlagdo positiva com os niveis de lipoperoxidacgéo (LPO).
Nesse estudo, a atividade da superdxido dismutase foi maior na populacdo de espermatozoides defeituosos do
gue nos espermatozoides funcionais. No sémen de homens férteis e saudaveis, submetido ao estresse oxidativo
induzido pela adigdo de H,O,, Misro et al. (2004) observaram que a categoria mais afetada pelo estresse
oxidativo mostrou maior atividade de superéxido dismutase e catalase no espermatozoide e no plasma seminal,
enquanto o nivel de lipoperoxidacdo no espermatozoide foi significativamente maior do que no sémen com boa
capacidade de resisténcia ao estresse oxidativo. Shamsi et al. (2009) também observaram, no sémen de homens
inférteis, uma correlacdo inversa entre a porcentagem de espermatozoides morfologicamente anormais e as
concentracdes de superdxido dismutase, glutationa e catalase no plasma seminal. Relataram, ainda, que 0 sémen
com um perfil antioxidante reduzido estava intimamente associado com baixa qualidade espermética e com um
mais alto grau de fragmentacdo do DNA, comparado ao controle. Essa associagdo entre a atividade das enzimas
antioxidantes e a funcdo espermatica defeituosa reflete a presenca de células germinativas primordiais no sémen
bem como no citoplasma residual nas células espermaticas; inducéo direta de lipoperoxidacdo devido a excessiva
producdo de ROS e a remocédo do O, que tem papel biolégico importante na capacitagdo espermatica (Aitken et
al., 1996; Shamsi et al., 2009).

No espermatozoide de cordeiros, a atividade da glutationa peroxidase apresentou uma correlagdo
negativa com a porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva e morfologicamente normais e
correlacdo positiva com os niveis de lipoperoxidacdo na célula espermatica (Kasimanickam et al., 2006). Ou
seja, no sémen de baixa qualidade, com motilidade progressiva baixa, alto percentual de espermatozoides
anormais e alto nivel de lipoperoxidacéo, o nivel de glutationa peroxidase foi mais alto do que no sémen de boa
qualidade. Segundo os autores, embora 0s espermatozoides estivessem passando por um alto nivel de estresse
oxidativo, a glutationa peroxidase ndo foi capaz de protegé-los contra os efeitos toxicos das ROS. Os niveis de
glutationa peroxidase permaneceram elevados, com deterioracdo da qualidade espermética. Essa situacgdo,
possivelmente, esta relacionada a producéo excessiva de ROS pelos espermatozoides anormais e ndo funcionais
que, segundo Aitken (1995), geram maiores quantidades de ROS que os normais, e ndo a uma deficiéncia no
sistema de defesa antioxidante.

ROS e capacitacdo espermatica

Existem evidéncias de que pequenas quantidades do anion superéxido e de perdxido de hidrogénio sao
necessarias para que ocorra capacitacao espermatica, hiperativacdo da motilidade, reacdo acrossomal e fusdo dos
gametas no humano (De Lamirande e Gagnon, 1993; Aitken, 1995), bovino (O’Flaherty et al., 2003) e equino
(Baumber et al., 2003).

Visando avaliar o envolvimento das ROS na capacitacdo do espermatozoide bovino, O’Flaherty et al.
(2003) incubaram espermatozoides na presenca de heparina (indutor da capacitacdo espermatica) e de varias
concentracdes de catalase (10-100ug/mL) e, em seguida, determinaram a concentracdo de H,O, gerado e o
percentual de espermatozoides capacitados. Os niveis de H,O, foram significativamente mais altos nos
espermatozoides submetidos a capacitacdo induzida do que no controle, no entanto a adicdo de catalase
(removedor de H,0,) ao meio ndo causou nenhuma variagao significativa na porcentagem de espermatozoides
capacitados. A inibigdo da capacitagdo sé foi observada quando a superoxido dismutase (SOD) foi adicionada ao
meio, juntamente com a catalase. Como a SOD é uma enzima que remove O, isso indica que o anion
superdxido é a ROS envolvida nos mecanismos celulares que levam a capacitagéo no espermatozoide bovino.

Baumber et al. (2003) examinaram a influéncia do H,0O, e do O, na capacitacdo do espermatozoide
equino, incubando os espermatozoides na presenca do sistema xantina- xantina oxidase (X-XO, gerador de H,0,
e 0,). As ROS geradas pelo sistema X-XO promoveram a capacitacdo do espermatozoide equino, e a adi¢do de
catalase ou superdxido dismutase preveniu 0 aumento no ndmero de espermatozoides vivos com acrossomo
reagido, indicando a participacdo de ambas na capacitagdo espermatica nessa espécie.

No espermatozoide de homens, Villegas et al. (2003) observaram que a incubacgdo de espermatozoides
com leucécitos ativados (fonte de ROS) resultou em um aumento na capacitagdo espermatica, sugerindo que a
capacitacdo do espermatozoide humano pode ser induzida pelas ROS. De Lamirande e Lamonthe (2009)
relataram que tanto o superoxido (O;) quanto o Oxido nitrico (NO®) estdo envolvidos na capacitagdo do
espermatozoide humano, e que ha uma diferenga entre essas duas ROS quanto ao periodo de tempo em que elas
sd0 necessarias; 0 O, para os primeiros 30 minutos, e 0 NO*® por mais de duas horas.
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Danos causados ao espermatozoide pelas ROS

Embora a geracdo controlada de ROS tenha funcgdes fisiol6gicas em diferentes tipos de células, altas
concentracdes destas sdo prejudiciais as funcbes celulares, podendo danificar todos os tipos de biomoléculas,
incluindo DNA, proteinas e lipidios. Distlrbios no balango oxidante-antioxidante, em favor do oxidante, levam
ao estresse oxidativo, que, em principio, pode ser causado por reducdo na quantidade de antioxidantes nos
sistemas de defesa celular ou por producéo elevada de ROS (Halliwell e Gutteridge, 1999).

A geracdo de altas concentragdes de ROS no sémen esta associada ao declinio no metabolismo de
energia do espermatozoide, na motilidade e na viabilidade espermatica e a fragmentagdo do DNA em cavalos,
touros, carneiros, bodes e homens (Armstrong et al., 1999; Krzyosiak et al., 2000; Baumber et al., 2002;
Bilodeau et al., 2002; Duru et al., 2000).

Krzyosiak et al. (2000) observaram um efeito deletério do H,O, na motilidade e na viabilidade do
espermatozoide bovino durante a incubagdo & temperatura ambiente por nove dias. Observaram também um
aumento na susceptibilidade a desnaturacéo in situ do DNA espermaético.

Baumber et al. (2000) examinaram a influéncia das ROS geradas pelo sistema xantina-xantina oxidase
(X-X0) sobre a motilidade, a viabilidade, a integridade acrossomal, o potencial de membrana mitocondrial € a
peroxidacdo dos lipidios da membrana do espermatozoide equino, incubado por 30 minutos na presenca de
catalase, superoxido dismutase ou glutationa. Aos 30 minutos de incubacdo com o sistema X-XO, houve um
declinio significativo em varios parametros da motilidade espermatica, quando comparado ao controle, sendo
gue a catalase preveniu o decréscimo em todos os parametros da motilidade, enquanto a superdxido dismutase
ndo o fez. Como o sistema X-XO gera tanto H,O, quanto 0,, a habilidade da catalase, um removedor de H,0,,
em prevenir o declinio na motilidade indica que o H,O, é o principal ROS citotoxico para o espermatozoide
equino. A geracdo de ROS ndo teve efeito significativo sobre a viabilidade ou a integridade acrossomal, nem
sobre o potencial de membrana mitocondrial ou os niveis de lipoperoxidacdo, sendo a motilidade espermatica o
melhor indicador de estresse oxidativo nessa espécie.

Baumber et al. (2002) observaram, também, uma influéncia significativa das ROS geradas por
neutréfilos ativados sobre a motilidade do espermatozoide equino, havendo um declinio significativo no total de
espermatozoides méveis e na motilidade progressiva, quando o sémen foi incubado na presenca de neutréfilos.

Armstrong et al. (1999) verificaram que o H,0, é toxico ao espermatozoide humano e que é responsavel
pela inibicdo do movimento espermatico e pela producdo de energia (ATP). Duru et al. (2000) demonstraram
que o estresse oxidativo, oriundo da incubacdo do espermatozoide de homens com H,0,, resultou em severa
perda de motilidade e indugéo de danos ao DNA.

Bilodeau et al. (2001) também observaram um efeito negativo de H,O,, na motilidade espermética de
bovinos. Em estudo posterior, Bilodeau et al. (2002) notificaram que o H,O, foi o responsavel pela perda da
motilidade do espermatozoide bovino, mas ndo exerceu efeito negativo na viabilidade espermatica.

Lipoperoxidacao (LPO)

A peroxidacéo de lipidios é definida como a deterioracdo oxidativa de lipidios poli-insaturados. Acidos
graxos poli-insaturados sdo aqueles que contém duas ou mais duplas ligacbes carbono-carbono (H,C=CHy,);
devido a isso, sdo excelentes alvos para o ataque de radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 1999; Nordberg e
Arnér, 2001).

A lipoperoxidacdo é uma reagdo em cadeia que passa pelas etapas de iniciagcdo, propagacdo e
terminacdo. A iniciacdo é causada pelo ataque a um lipidio por qualquer ROS que tenha reatividade suficiente
para sequestrar um atomo de hidrogénio de um grupo metileno (- CH,-). O seu término ocorre quando os radicais
lipidicos e peroxila (R-C* e —ROQ®) produzidos propagam-se até destruirem a si proprios (Halliwell e
Gutteridge, 1999).

A membrana que rodeia as células e as organelas celulares contém grandes quantidades de acidos
graxos poli-insaturados, por isso ela é um dos componentes celulares mais atingidos pelas ROS e susceptivel a
peroxidagdo dos lipidios. Esse processo acarreta alteracfes na estrutura e na permeabilidade das membranas
celulares. H& perda da seletividade ibnica, liberacdo do conteldo de organelas e formagdo de produtos
citotoxicos, culminando com a morte celular (Ferreira e Matsubara, 1997; Halliwell e Gutteridge, 1999).

O método mais usado para a mensuracao da lipoperoxidagdo é o do acido tiobarbitdrico (TBA), que é
um método espectrofotométrico, o qual mede a concentragdo dos produtos oriundos da peroxidacéo dos lipidios.
Durante a fase de iniciacdo da lipoperoxidagdo, ocorre acimulo de hidroperoxidos de lipidios na membrana
espermatica, que se decomp8e formando varios aldeidos, entre eles o malonaldeido. No método do Aacido
tiobarbitdrico, o produto final medido é o malonaldeido (MDA) ou substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico -
TBARS (Jentzsch et al., 1996; Sharma e Agarwal, 1996; Lapenna et al., 2001; Sanocka e Kurpisz, 2004).

Os lipidios da membrana espermatica séo ricos em acidos graxos poli-insaturados (PUFAS), os quais
conferem a fluidez necessaria para que ocorram os eventos de fusdo de membranas associados com a
fertilizacdo. No espermatozoide oxidado, ocorre diminuicdo da fluidez da membrana, aumento da
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permeabilidade e diminuicdo da capacidade de fertilizagdo (Aitken, 1995; De Lamirande e Gagnon, 1999). Além
disso, existe uma relagdo entre a lipoperoxidagdo no sémen e a motilidade e a morfologia espermatica. Por essa
razdo, a peroxidacdo dos lipidios é considerada uma causa importante de disfuncdo espermatica, sendo que pode
ser controlada ou revertida pelo uso de antioxidantes no meio diluidor.

O radical hidroxila é reconhecido como o iniciador da lipoperoxidacdo (Ferreira e Matsubara, 1997;
Halliwell e Gutteridge, 1999), no entanto Griveau et al. (1995) observaram que o sistema Xantina-xantina
oxidase induz a lipoperoxidacdo da membrana dos espermatozoides de homens, uma vez que 0s niveis de
hidroperoxidos de lipidios e a degradagdo de acidos graxos poli-insaturados foram maiores em relacdo ao
controle. Concluiram, ainda, que tanto o H,O, quanto o0 O, estavam envolvidos na inicia¢do da lipoperoxidagdo,
desde que a adicdo de catalase ou superoxido dismutase ao sistema evitou a degradacgdo dos &cidos graxos poli-
insaturados da membrana.

No sémen de homens férteis e inférteis, os espermatozoides defeituosos ou menos resistentes ao estresse
oxidativo apresentam niveis de lipoperoxidacdo mais altos que os observados em espermatozoides funcionais
(Aitken et al., 1996; Misro et al., 2004, Shamsi et al., 2009). Aitken et al. (1993) observaram uma relacéo entre
0s niveis de lipoperoxidacdo no sémen de homens e a morfologia espermatica, as caracteristicas do movimento
espermatico e a capacidade de fusdo espermatozoide-ovécito. A populacdo de espermatozoides
morfologicamente anormais e a de mortos produziram trés vezes mais malonaldeido (MDA) do que a populacéo
de espermatozoides funcionais. A alta producdo de malonaldeido pela primeira populagdo espermética foi
associada a uma alta porcentagem de espermatozoides morfologicamente anormais e de células iméveis. Engel et
al. (1999) mediram a lipoperoxidagéo esponténea e induzida por ferro em amostras de sémen de homens com
historico de infertilidade. As amostras foram separadas em trés grupos, de acordo com sua motilidade
progressiva, determinada a zero hora e as trés horas, apés a liquefagdo. As mais altas taxas de lipoperoxidagao
foram observadas nas amostras de espermatozoides com baixa capacidade de manutencdo da motilidade
progressiva apés trés horas de incubacdo (motilidade progressiva normal & zero hora e baixa as trés horas). Kao
et al. (2008), trabalhando com sémen de homens, observaram que as amostras com maior capacidade
antioxidante foram capazes de prevenir a formacdo de perdxidos de lipidios e de 8-OhdG (8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina, indicativo de oxidacdo no DNA espermético) no espermatozoide e de manter a motilidade
espermatica.

No sémen bovino, Beorlegui et al. (1997) observaram uma alta correlacdo negativa entre a producédo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e a motilidade espermatica. As amostras de sémen com
menor motilidade e vigor apresentaram maior susceptibilidade a lipoperoxidagdo. Observaram, também, que 0s
espermatozoides do sémen com maior susceptibilidade a lipoperoxidacdo e menor motilidade espermatica
possuiam menor capacidade de passar pela reacdo acrossomal, induzida pelo célcio ion6foro, quando
comparados com aqueles com menores niveis de peroxidacéo lipidica. Esses dados demonstram que peroxidagdo
dos lipidios causa danos & membrana plasmatica e que os espermatozoides com maior integridade de membrana
plasmatica tém maior capacidade de passar pela reacdo acrossomal possivelmente devido a preservagdo da sua
regularidade funcional.

No sémen de cordeiros, Kasimanickam et al. (2006) observaram uma correlacdo negativa entre o nivel
de malonaldeido no plasma e no espermatozoide e a motilidade e a morfologia espermatica. Nos animais com
espermograma insatisfatorio, a porcentagem de células morfologicamente normais e com motilidade progressiva
foi menor do que no sémen dos cordeiros com espermograma satisfatério ou questionavel, enquanto a producéo
de malonaldeido foi maior tanto no plasma seminal quanto no espermatozoide.

No sémen ovino incubado a 37°C por 120 minutos, no meio Tris-gema com ou sem antioxidante, Sarlos
et al. (2002) observaram um aumento na concentragdo de malonaldeido nas amostras sem antioxidante, durante o
periodo de incubacdo, enquanto nas amostras com antioxidante, exceto para a vitamina E, os niveis de
malonaldeido se mantiveram mais baixos e sem alteragdo, no mesmo periodo. Aisen et al. (2005) determinaram
0s niveis de lipoperoxidacdo no espermatozoide ovino, criopreservado em diluente Tris (isotonico) e
Tris+trealose (hipertdnico), e observaram que, imediatamente apds a descongelacdo, ndo houve diferenca
significativa nos niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitlrico entre as células espermaéticas
criopreservadas nos dois diluidores. No entanto, apds trés horas de incubacdo a 37°C, os niveis de peroxidos de
lipidios foram mais baixos nos espermatozoides criopreservados no diluidor com trealose. Maia (2006) mediu a
lipoperoxidacdo esponténea e induzida por ferro, em amostras de sémen de carneiros Santa Inés, congelado no
diluidor Tris-gema aditivado ou ndo com o antioxidante Trolox-C, e observou que a concentracdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), geradas na lipoperoxidacdo espontanea, ndo diferiu entre as amostras
congeladas com ou sem antioxidante. No entanto, quando a lipoperoxidag&do foi induzida pelo ferro (FeSO,), a
concentracdo de TBARS foi maior (P < 0,05) no sémen congelado sem antioxidante (de 3,4 + 0,17 nmol/10®
espermatozoides) do que na presenca de Trolox-C (2,07 + 0,17 nmol/10® espermatozoides). Os resultados
demonstram que, em situacdo de estresse oxidativo, o Trolox-C é habil em inibir a propagacdo da
lipoperoxidagdo no sémen ovino durante um ciclo de congelacdo e descongelagéo.

No sémen caprino criopreservado em diluidor a base de Tris, aditivado ou ndo com os antioxidantes
glutamina e acido hialurénico, Bucak et al. (2009) observaram que os antioxidantes ndo foram eficazes em
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prevenir a lipoperoxidagdo quando comparados ao controle. Atessahin et al. (2008) também ndo observaram
efeito da trealose e cisteina na prevencéo da formacdo de malonaldeido; apenas a adi¢do de taurina (75 mM)
produziu uma reducéo nos niveis de lipoperoxidacdo no sémen caprino descongelado.

Cerolini et al. (2000) incubaram o sémen de varrdo por cinco dias em meio com ou sem vitamina E (a-
tocoferol) e observaram que houve incorporagdo do a-tocoferol & membrana espermatica e uma grande redugdo
na susceptibilidade a lipoperoxidacao.

Neild et al. (2002) utilizaram a sonda fluorescente C11B-FA, para avaliar a peroxidacdo dos lipidios da
membrana plasmatica do espermatozoide de garanhfes, e observaram que a lipoperoxidacdo ocorreu,
principalmente, na peca intermediéria.

Uso de antioxidantes no diluidor

A adicdo de antioxidantes ao diluidor tem sido avaliada quanto a sua capacidade de proteger o
espermatozoide do efeito toxico das ROS.

Os antioxidantes presentes no plasma seminal ajudam a proteger o espermatozoide dos danos
oxidativos, mas a lavagem, adotada no processamento do sémen de algumas espécies, remove parte desta
capacidade protetora. Além disso, pode haver contaminacdo dos meios de lavagem e diluentes com ions de
metais de transicdo, como o Fe* ou Cu”, que podem desencadear as reacdes quimicas que geram ROS (Halliwell
e Gutteridge, 1999). Mesmo quando ndo hé lavagem, a concentracdo dos antioxidantes presentes no sémen é
reduzida com a dilui¢do deste, diminuindo consideravelmente o efeito benéfico do antioxidante natural. Assim, a
adicdo de antioxidantes, ainda que em pequenas concentragdes, pode melhorar a funcdo espermatica no sémen
manipulado.

Em estudos realizados com espermatozoides livres de plasma seminal, Jones et al. (1979) observaram
que, apos sucessivas lavagens, o espermatozoide humano produz mais malonaldeido e que a adi¢do de plasma
seminal ou de antioxidantes ao espermatozoide lavado suprime tanto a peroxidacéo lipidica quanto o declinio na
motilidade espermatica, indicando que a presenca do plasma seminal evita a lipoperoxidag&o.

Existem relatos de que a adi¢do de antioxidantes ao diluidor melhora a motilidade e a viabilidade do
espermatozoide bovino (Krzyzosiak et al., 2000; Bilodeau et al., 2002), equino (Baumber et al., 2002), ovino
(Maxwell e Stojanov, 1996; Upreti et al., 1998) e, ainda, a capacidade fertilizante (in vitro) do espermatozoide
ovino (Maxwell e Stojanov, 1996).

Aurich et al. (1997), trabalhando com sémen de garanhdo diluido em meio a base de leite desnatado ou
glicina e resfriado a 5°C, avaliaram o efeito da catalase e do 4cido ascérbico na motilidade e na integridade da
membrana do espermatozoide e observaram que a adicdo de acido ascérbico resultou em um aumento na
porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra, nos dois diluidores, enquanto a catalase ndo
exerceu nenhuma influéncia nesse pardmetro nos dois diluidores. A motilidade também n&o foi influenciada
pelos dois antioxidantes em qualquer dos diluidores. Ainda no sémen de garanhdes, refrigerado a 5°C, Ball et al.
(2001a) avaliaram o efeito da catalase, hidroxitolueno butilatado, vitamina E, vitamina C, Tempo, Trolox e
albumina sérica bovina sobre a manutencdo da motilidade espermatica. N&o foi observada nenhuma melhora
significativa na motilidade com a adi¢do desses antioxidantes. J& Baumber et al. (2002) observaram um efeito
benéfico da adicdo de catalase ao diluidor do sémen de equinos. A catalase reduziu a geragdo de H,O, pelos
neutréfilos ativados e preveniu o declinio na motilidade espermatica total. No entanto, ndo exerceu nenhuma
influéncia sobre a motilidade progressiva. Os autores concluiram que, em garanh@es com plasma seminal com
baixa capacidade antioxidante ou com alta contaminacdo por neutréfilos, o estresse oxidativo pode ser
minimizado com a adicdo de catalase.

Krzyzosiak et al. (2000) observaram um efeito benéfico da adicdo de catalase ao diluente, na
sobrevivéncia, na motilidade e na viabilidade do espermatozoide bovino. Bilodeau et al. (2002) verificaram que
a adicdo de pequenas quantidades de catalase (1 a 5 U/mL) era suficiente para evitar os danos causados pelo
H,0, a motilidade do espermatozoide bovino.

Bilodeau et al. (2001) avaliaram o efeito dos tiois glutationa, cisteina e 2-mercaptoetanol na prevencao
da perda de motilidade do espermatozoide bovino, criopreservado em diluidor & base de Tris-gema, na presencga
ou auséncia de estresse oxidativo induzido por H,O,. Na auséncia de fonte externa de H,O,, todos os tidis, em
concentracfes acima de 0,5 mM, mantiveram a motilidade espermatica alta por seis horas. Entretanto, na
presenca de H,0O, exdgeno, foi necessario 1ImM de cada tiol para proteger efetivamente a motilidade espermética
por seis horas. Esses pesquisadores concluiram que o efeito deletério da criopreservacdo na motilidade
espermatica pode ser controlado pela adicéo desses tiois ao diluidor em concentracdes de 1mM.

Foote et al. (2002) avaliaram o efeito da adicdo de glutationa, superéxido dismutase, acido ascorbico,
hipotaurina, tempo e tempol ao diluente a base de leite integral e glicerol sobre a motilidade e a fertilidade do
espermatozoide bovino. Esses antioxidantes ndo exerceram nenhum efeito benéfico na motilidade ou na
fertilidade em relacéo ao controle, o que foi atribuido a presenca de um antioxidante natural abundante no leite, a
caseina, que j& exercia essa fungdo no diluente estudado.

Trabalhando com sémen de carneiros na forma liquida, Sarlés et al. (2002) avaliaram o efeito dos
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antioxidantes acetato de o-tocoferol, glutationa peroxidase, aromex, resveratrol e da associagdo de resveratrol +
vitamina E ou resveratrol + aromex na motilidade e integridade das membranas espermaticas. A adicdo dos
antioxidantes prolongou o periodo de conservacdo do sémen, melhorou a motilidade do espermatozoide e
reduziu o grau de danos celulares. Maxwell e Stojanov (1996) também observaram efeito benéfico da adicéo dos
antioxidantes catalase, superoxido dismutase, citocromo c e glutationa peroxidase ao diluidor do sémen ovino
sobre a viabilidade espermaética. Todos os antioxidantes foram habeis em melhorar tanto a sobrevivéncia quanto
a integridade acrossomal do espermatozoide durante a estocagem do sémen na forma liquida. J& Upreti et al.
(1997) ndo observaram nenhum efeito benéfico da adi¢do de antioxidantes (vitamina E, n-propilgalato, desferal e
catalase) ao diluidor, na manutencéo da motilidade do espermatozoide de carneiros incubados a 38 °C, atribuindo
o0 resultado a um efeito antioxidante do prdprio diluente utilizado, que foi o RSD-1(diluente quimicamente
definido para sémen ovino).

Sanchez-Partida et al. (1997) avaliaram o efeito dos compostos epididimarios taurina, hipotaurina e
inositol e dos antioxidantes carnosina e acido ascorbico na motilidade e na fertilidade do espermatozoide ovino
congelado em diluente a base de Tris-gema, com e sem glicerol. Os autores observaram que apenas a taurina
exerceu efeito positivo na motilidade espermaética, tanto na presencga quanto na auséncia de glicerol. No entanto,
apesar da melhora na motilidade espermatica, a fertilidade do sémen congelado na presenca de taurina (50 mM)
ndo diferiu da observada no sémen congelado sem taurina. Isso indica que outros fatores, além da motilidade,
estdo envolvidos na capacidade fertilizante e na funcdo do espermatozoide criopreservado.

Ainda no sémen ovino criopreservado, Maia et al. (2009) avaliaram o efeito da adi¢do dos antioxidantes
catalase, Trolox (andlogo sintético da vitamina E) e da combinacdo Trolox e catalase, ao diluidor Tris-gema,
sobre a motilidade e a viabilidade espermatica e observaram que a adi¢do de catalase ao diluidor teve um efeito
benéfico na motilidade quando comparado as amostras congeladas no diluidor contendo Trolox, no entanto ndo
melhorou esse pardmetro, em relacdo ao controle (sem antioxidantes). Contudo, ambos 0s antioxidantes, Trolox
e catalase, foram habeis em preservar a integridade das membranas plasmatica e acrossomal, quando comparado
ao controle. Maia (2006) observou ainda que, em situacdo de estresse oxidativo, induzido pela adi¢do de ferro,
H,0O, ou sistema gerador de O, (xantina- xantina oxidase) ao meio de incubacdo, os antioxidantes foram eficazes
em remover o excesso de ROS e manter o equilibrio do sistema.

No sémen de bodes, Sinha et al. (1996) observaram um efeito benéfico da adi¢do de glutationa ao
diluente de congelacdo. Houve aumento da motilidade e diminuicdo da porcentagem de anormalidades
acrossomais no espermatozoide descongelado. A taxa de fertilidade do sémen congelado na presenga de
glutationa foi maior, mas néo significativamente, do que aquela observada para o sémen congelado apenas em
Tris. Atessahin et al. (2008) avaliaram o efeito de doses crescentes de taurina, cisteina e trealose na qualidade do
sémen caprino descongelado e observaram que os antioxidantes ndo melhoraram a motilidade espermatica nem a
integridade acrossomal, quando comparados ao controle. Bucak et al. (2009), avaliando o efeito dos
antioxidantes glutamina e &cido hialurénico sobre a motilidade e a viabilidade do espermatozoide caprino pés-
descongelacgdo, relataram que nenhuma diferenca foi observada na porcentagem de acrossomos danificados e
espermatozoides anormais apds a suplementacdo com os antioxidantes. No entanto, a adicdo de glutamina
promoveu um aumento na motilidade espermatica e na integridade de membrana plasmatica.

Considerac0es finais

A producdo excessiva de ROS no sémen leva a disfuncdo espermaética e a diminui¢do da capacidade de
fertilizacdo. No entanto, essas ROS exercem um papel-chave na regulacdo da competéncia funcional da célula
espermatica, uma vez que O, e H,O, estdo envolvidos no mecanismo de capacitacdo, hiperativacdo, reaco
acrossomal e fusdo esperma-ovacito em varias espécies.

A susceptibilidade ao estresse oxidativo varia entre espécies, individuos e entre ejaculados,
consequentemente, a incidéncia e a severidade do dano oxidativo também variam. Assim, o impacto do estresse
oxidativo na competéncia funcional ou na fertilidade do sémen é mais uma questdo de “grau” ou de qudo severo
é 0 estresse do que da presenca ou auséncia de oxidantes no sémen. Pode-se dizer que cada ejaculado é
contaminado com potenciais fontes de ROS como: leucdcitos; espermatozoides imdveis ou com alteragGes
morfoldgicas e espermatozoides morfologicamente normais, mas funcionalmente anormais. O balanco entre
producdo e eliminacdo de ROS é que determinard os efeitos das espécies reativas do metabolismo do oxigénio no
espermatozoide.

Em condi¢des naturais de acasalamento os sistemas de defesa antioxidantes do espermatozoide e do
plasma seminal sdo competentes em controlar os efeitos danosos das ROS na fertilidade do sémen. Quando o
sémen é manipulado para uso na inseminacdo artificial, ele é exposto ao oxigénio, e varios passos do seu
processamento podem levar & producdo de ROS, bem como a reducéo das defesas antioxidantes. A lavagem e a
diluicdo, por exemplo, podem retirar ou reduzir a protecdo antioxidante fornecida pelo plasma seminal. Todos
esses fatores podem contribuir para aumentar os danos oxidativos ao espermatozoide no sémen manipulado.
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