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Resumo

Apesar dos avangos observados nos ultimos anos, a taxa de prenhez apo6s inseminagdo cervical com
sémen criopreservado tem apresentado resultados insatisfatorios em ovinos. A descoberta de que o estresse
oxidativo € capaz de influenciar a qualidade seminal estimulou estudos que visam avaliar o efeito da adigdo de
antioxidantes ao meio diluente, tendo como objetivo final a maior viabilidade do sémen. Desta forma, objetivou-
se com esta revisdo descrever os processos envolvidos na producdo e detoxificagdo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS) do sémen ovino.
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Abstract

Despite the advances observed in the last years, the pregnancy rate after cervical insemination with
cryopreserved semen has show inconsistent or even unsatisfactory results in sheep. The discovery that the
processes related to oxidative stress are able to influence semen quality, stimulated studies aiming to evaluate
the effect of antioxidant adding to the semen extender, with the ultimate goal of a higher semen viability. This
review attempts to describe briefly the processes involved with productions and detoxification of reactive oxygen
species (ROS) on ram semen.
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Introducao

O objetivo final do espermatozoide é empreender sucesso na fertilizagdo do ovdcito. Para tal, o gameta
masculino deve amadurecer no trato genital masculino, deslocar-se através do trato genital feminino, onde
devera sofrer capacitagdo e reagdo acrossomal, ligar-se a zona peliicida do ovdcito e nela penetrar e, finalmente,
promover a fusdo de seu proniicleo com o feminino. Entretanto, fatores ambientais, fisiologicos e genéticos tém
sido responsabilizados pela baixa qualidade espermatica e consequente infertilidade (Joyce, 1987, citado por
Sikka, 1996).

As células espermaticas apresentam, dentre outras peculiaridades, a propriedade de serem
metabolicamente flexiveis em relacdo a utilizagdo do oxigénio para seu metabolismo, que pode se manter entre
aerdbico e anaerdbico em algumas espécies (Cummins et al.,, 1994). Porém, a utilizacdo do metabolismo
oxidativo como principal fonte de energia é capaz de gerar biometabdlitos ativos do oxigénio, denominados
espécies reativas ao oxigénio (ROS). Dentre eles, pode-se destacar o 4nion superdxido (O,7), o perdxido de
hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxil (OH’; Baker e Aitken, 2004; Silva, 2006).

Em situagdes em que ha desequilibrio na concentragdo de ROS, seja pelo aumento de sua produgédo ou
pela diminuigdo da atividade de substancias antioxidantes, pode-se afirmar que o sistema encontra-se no estado
de estresse oxidativo (Sikka, 1996). Esta condi¢do pode estar associada ao aumento da ocorréncia de danos
celulares, com consequente redugao da fertilidade (Wang et al., 2003).

Os acidos graxos poli-insaturados, encontrados em concentragdes elevadas na membrana de células
espermaticas, sdo os principais alvos da lipoperoxidacdo induzida pelas ROS, estando a intensidade desse
processo relacionada a regulagdo da homeostase celular (Lenzi et al., 2002). Os tipos mais comuns de
lipoperoxidacdo sdo a ndo enzimatica e a enzimatica e, na célula espermatica, ha indicios de que o malonaldeido
seja o produto final da lipoperoxidagdo induzida por ions ferro, resultando em alteragéo estrutural e funcional das
membranas das celulares e das organelas (Sikka, 1996).
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Por outro lado, a produgdo de ROS pelas células espermaticas ¢ fator importante para os seus processos
fisiologicos (Baker e Aitken, 2004), pois, em concentragoes reduzidas, elas participam de diversas vias de
sinalizagdo celular (Aitikens ¢ Bennetts, 2006) e medeiam fungdes como capacitacdo, hiperativagdo, reagdo
acrossomal e fusdo do espermatozoide com o ovdcito (Aitken, 1999).

Assim, ¢ importante perceber que uma estreita e balanceada protegdo antioxidante nas células
espermaticas constitui um desafio durante a maturagdo e o armazenamento, quando as células devem ser capazes
de combater o estresse oxidativo e, a0 mesmo tempo, manter a habilidade de producdo de ROS para execucado de
seus processos fisiologicos (Drevet, 2006). Desse modo, objetivou-se com esse trabalho revisar, de forma breve,
as lesdes induzidas ao espermatozoide ovino durante o processamento e sua relagdo com as ROS e as substancias
antioxidantes.

Processamento do sémen

A célula espermatica apresenta uma membrana formada por uma incomum estruturacdo lipidica,
organizada em diferentes dominios, a qual, quando exposta a diferentes temperaturas, modifica o estado fisico
dos lipidios, de acordo com suas caracteristicas bioquimicas. Embora regides de fase fluida e fase gel coexistam
a temperatura ambiente, o processo de refrigeracdo favorece a transi¢ao da fase fluida para a fase gel, reduzindo
a fluidez da membrana (Holt, 2000).

Ollero et al. (1998), ao refrigerarem (5°C) o sémen de carneiros sem a utilizagdo de diluentes,
observaram redugdo de 75% na viabilidade espermatica e no percentual de células reativas ao teste hiposmético,
apesar de 60% das células permanecerem moveis. No entanto, os procedimentos de congelacdo e descongelagao
causaram perda total da viabilidade e da motilidade, enquanto o percentual de células reativas ao teste
hiposmotico foi de apenas 3%. Isso mostra a importancia do uso de diluentes como provedor de suporte
energético e protecdo contra as baixas temperaturas e a necessidade de utilizagdo de um diluente capaz de
prolongar a viabilidade espermatica (Ghalsasi ¢ Nimbkar, 1996). Ressalte-se que a manipulagdo de sémen é
capaz de ativar a produgdo de ROS, sendo esse fator agravado pela redugdo das concentragdes de antioxidantes
no plasma seminal como consequéncia do processo de diluigdo (Agarwal et al., 2006).

Apesar das taxas de prenhez aceitaveis ap6s uso do sémen ovino fresco para inseminagao artificial (IA),
a curta sobrevida destes espermatozoides, associada ao limitado nimero de doses de sémen que pode ser obtido
por carneiro num determinado periodo, restringe seriamente o uso de um determinado reprodutor (O’Hara et al.,
2010), sendo necessaria a realizagdo de estudos que objetivem o prolongamento da capacidade fertilizante destes
gametas. Por sua vez, a utilizagdo do sémen congelado apresenta como principal vantagem a possibilidade de
existir um grande distanciamento espacial e temporal entre 0 momento da colheita e da [A. Entretanto, devido a
baixa taxa de prenhez obtida quando se realiza a inseminagdo cervical com sémen congelado, a deposi¢do
intrauterina ainda ¢ a mais utilizada (Salamon e Maxwell, 1995).

Assim, a decisdo sobre o tipo de técnica a ser utilizada para manutencdo dos espermatozoides sob
condicdes artificiais deve levar em consideracdo um grande conjunto de fatores, dentre eles os inerentes a
técnica.

Refrigeraciao do sémen ovino

O principal método de armazenamento do sémen ovino em estado liquido consiste em submeté-lo a
temperaturas reduzidas, determinando inibic¢ao reversivel do metabolismo das células. Independente de diluente,
taxa de diluicdo e temperatura de armazenamento, observa-se maior redugdo da qualidade espermatica a medida
que aumenta o tempo de incubagdo, sendo que as principais ocorréncias observadas sdo a diminuigdo da
motilidade e integridade morfoldgica, eventos provavelmente estimulados pelo acimulo de produtos do
metabolismo, principalmente ROS, que diminuem o transporte e a sobrevivéncia dos espermatozoides no trato
genital feminino (Salamon e Maxwell, 2000; Aisen et al., 2005).

Em estudos utilizando microscopia confocal in situ, visando avaliar o efeito da refrigeracdo do sémen
ovino sobre o transito espermatico no trato genital feminino apds IA, observou-se que a refrigeragdo do sémen
antes da IA cervical reduziu sua capacidade de migragdo através da cérvice e a propor¢do de espermatozoides
modveis com deslocamento linear em dire¢do a jungdo uterotubarica, bem como seu transito no limen da tuba
uterina (Druart et al., 2009).

Apesar de 0 mecanismo de transporte espermatico através do trato genital feminino ainda néo ter sido
completamente elucidado, o fluido cervical ¢ a primeira barreira que as células devem ultrapassar para atingir o
local da fertilizagdo (Robayo et al., 2008). Esses autores identificaram que, dentre os parametros cinéticos
avaliados em sistemas computadorizados, as células espermaticas ovinas que apresentaram maior eficiéncia de
migracdo pelo muco cervical autélogo mostraram valores superiores de velocidade curvilinear (VCL),
velocidade média do trajeto (VAP), velocidade linear (VSL), amplitude lateral da cabega (ALH) e linearidade
(LIN), tendo sido observada uma correlagio positiva entre VCL ¢ VAP e a migragao através do muco cervical de
ovelhas.
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Para tentar melhorar os resultados obtidos com a refrigeragdo do sémen, tém sido testados diluentes
com diferentes composi¢des. O’Hara et al. (2010) utilizaram os diluentes leite-gema e os comerciais Andromed
(Minitub, Alemanha) e INRA 96 (IMV, Frang¢a) para incubacdo do sémen a 5°C ou 15°C, por até 72 horas. O
armazenamento do sémen resultou em efeito negativo significante tanto na viabilidade quanto na motilidade
espermatica, independente do diluente utilizado. Todavia, a viabilidade permaneceu praticamente estavel a 5°C
no intervalo entre 24 e 74 horas apds a colheita das amostras, enquanto a 15°C observou-se declinio linear de
acordo com o tempo. A capacidade de penetragdo no muco artificial diferiu entre os diluentes apos seis e 24
horas pos-colheita, mas nenhuma diferenca foi observada apos 48 e 72 horas de incubag@o. Quando armazenado
a 5°C para execugdo de FIV nos diferentes periodos de incubagao, a taxa de clivagem e o percentual de formagao
de blastocistos permaneceram inalterados. Um resultado oposto foi observado na fertilidade in vivo do sémen
armazenado a 5°C, apds inseminac¢ao cervical, devido a reducdo linear significativa de 60,2, 52,2, 30,4 e 18,3%
para amostras armazenadas durante 0, 24, 48 e 72 horas, respectivamente.

Paulenz et al. (2002) também obtiveram resultados semelhantes ao compararem as temperaturas de 5°C
e 20°C para manutengdo da viabilidade do sémen ovino em diferentes diluentes contendo gema de ovo em sua
constitui¢do. Observou-se que a temperatura interagiu com o diluente apenas na motilidade espermatica, ndo
apresentando diferenca quanto a integridade de membrana e de acrossoma, assim como no teste hiposmético e na
capacitacdo. Entretanto, todos os parametros apresentaram redugdo ao longo do periodo de incubagdo,
independente da temperatura ou do diluente utilizado, havendo efeito deletério menor apds incubagdo do sémen
a 5°C, em relacdo a temperatura de 20°C. Os resultados citados corroboram com os relatos de Menchaca et al.
(2005), que, apos IA cervical em tempo fixo com observacdo de estro, observaram que a utilizagdo do sémen
ovino refrigerado durante 12 horas obteve resultado similar ao obtido com sémen fresco; entretanto, apos 24
horas de refrigeracdo, reduziu significativamente a taxa de prenhez.

A taxa de diluicdo do sémen ovino mantido sob refrigeragdo também ¢ capaz de interferir na qualidade
espermatica. Apds manutengdo do s€émen ovino a 4°C durante oito dias, Kasimanickam et al. (2007) relataram
que a concentragdo de 50 milhdes de espermatozoides/ml resultou em maior indice de fragmentacdo de DNA
apos quatro dias de incubacdo, menor percentual de células com alto potencial de membrana mitocondrial desde
o primeiro dia, com membrana intacta a partir do sexto dia de incubagdo e com motilidade progressiva desde o
primeiro dia, quando comparada & concentragdo de 200 milhdes de espermatozoides/ml. No entanto, a maior
concentragdo espermatica determinou pequena influéncia nos parametros da cinética, como VCL, ALH, STR e
LIN, sem influenciar os parametros de VAP, VSL.

Criopreservagio do sémen ovino

Ha muito tempo ¢ conhecida a expressiva mortalidade dos espermatozoides de mamiferos durante o
armazenamento, principalmente quando utilizada a criopreservagdo. O espermatozoide que sobreviveu a
refrigeracdo, particularmente no intervalo em que ocorre a formagao dos cristais de gelo e, consequentemente, a
desidratagdo celular (Kumar et al., 2003), e se manteve potencialmente vidvel a temperatura de -196°C ainda
deve ser capaz de superar o estresse da descongelagdo, transpassando pela segunda vez a zona critica de
temperatura, entre -15 e -60°C (Soderquist et al., 1997).

O choque térmico causado pelo processo de refrigeragdo antes da congelag@o, provavelmente, esta
relacionado a transi¢do de fase dos lipidios da membrana celular, alterando sua funcdo. Proteinas de membrana
encontram-se inseridas muitas vezes em areas especificas, separadas pela presenga dos lipidios sob diferentes
fases, ¢ as modificagdes citadas anteriormente podem interferir diretamente com canais proteicos, como
observado pelo aumento da permeabilidade da membrana apés a refrigeragdo. Vale ressaltar que o ejaculado é
formado por subpopulagdes de células com variavel resisténcia a muitas fontes de estresse, entre elas o osmotico
(Watson, 2000).

Além disso, a qualidade do sémen armazenado ¢ influenciada pelos procedimentos associados a
manipulacdo, como diluigdo, centrifugagdo e diluente (Kankofer et al., 2005). Mais especificamente em ovinos,
outros fatores também influenciam a sobrevivéncia das células espermaticas pos-descongelagdo, como os tipos e
a concentragao dos ingredientes utilizados nos diluentes de s€men, a concentragao de glicerol, além da qualidade
do sémen (El-Alamy e Foote, 2001), ndo tendo sido observada influéncia das palhetas utilizadas para o envase
(0,25 ou 0,5 ml) ou dos diferentes procedimentos de descongelagdo das palhetas de 0,5 ml (35°C por 20
segundos ou 70°C por oito segundos) ou de 0,25 ml (35°C por 15 segundos) ap6s A cervical (Nordstoga et al.,
2009).

Devido as alteragdes fisicas e¢ osmdticas inerentes a criopreservagdo, as membranas plasmatica e
acrossomal, especialmente importantes para sobrevivéncia e fertilidade dos espermatozoides apos o processo de
congelagdo-descongelagdo, sdo consideradas os locais primarios de alteragdes (Ollero et al., 1998), sendo esse
fator agravado pela maior lipoperoxidagdo da membrana durante a criopreservagao (Alvarez e Storey, 1992). Em
virtude disso, existem relatos de maior percentual de células espermaticas com acrossoma reagido (Peris et al.,
2004; Joshi et al., 2005), redugdo significativa na motilidade e no percentual de espermatozoides rapidos (Joshi
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et al., 2005), além de interferéncia com o movimento flagelar (Aitikens e Bennetts, 2006), culminando com a
sobrevivéncia apos criopreservagdo de, aproximadamente, 50-60% da populagdo de células espermaticas
(Watson, 2000).

Essas modificagdes funcionais podem resultar em diferentes dindmicas de interagdo entre os
espermatozoides e os constituintes do trato genital feminino. Gillan et al. (2000) incubaram amostras de sémen
ovino, fresco e poés-descongelagdo, em monocamadas de células do oviduto, e observaram que os
espermatozoides descongelados, apds estarem em contato com as células do oviduto, ligavam-se imediatamente
a elas, sendo liberados apds duas horas, enquanto nas amostras de sémen fresco uma pequena propor¢do de
espermatozoides ligava-se imediatamente, alcancando a maxima ligagdo apds duas horas, quando, entdo, estes
eram gradativamente liberados.

Gillan et al. (1999) avaliaram a dindmica de capacitacdo das células espermdticas provenientes de
amostras de sémen fresco ou descongelado, com auxilio da clortetraciclina (CTC), e sua perda no trato genital
feminino. Estes autores observaram que a perda de espermatozoides descongelados ocorre de forma mais
acentuada apos 30 minutos da inseminag@o laparoscopica, apresentando ainda maior percentual de células com
acrossoma reagido, perda da cauda e menor percentual de células méveis, quando comparadas ao sémen fresco.

O processo de criopreservagdo também induz a desnaturagdo do DNA. Todavia, ressalta-se que esta
desnaturacdo ndo ¢ detectada imediatamente apds a descongelagdo, mas pode ser observada apos incubagdo,
evidenciando a existéncia de maior degradabilidade do DNA em consequéncia da maior susceptibilidade da
cromatina a desnaturagdo apds a congelagdo-descongelagcdo. Todavia, os pardmetros cinéticos das amostras
descongeladas (VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR e LIN) ndo apresentaram diferenca em relagdo ao sémen
fresco, mostrando que o processo de desnaturagdo do DNA ndo necessariamente apresenta relagdo com outros
parametros espermaticos comumente estudados (Peris et al., 2004).

A dindmica de fragmentacdo do DNA também ¢ influenciada pelo individuo, tendo sido relatado por
Lopez-Fernandez et al. (2008) um diferente grau de sensibilidade do DNA de espermatozoides dos carneiros ao
longo do tempo de incubagdo, por meio do estabelecimento do indice de fragmentacdo do DNA. Ao mesmo
tempo, estes autores observaram que a velocidade de degradacio do DNA de espermatozoides ovinos
descongelados ¢ aproximadamente cinco vezes maior do que daqueles submetidos apenas a refrigeracao.

Diversos diluentes também vém sendo testados para a criopreservacdo. Windsor ¢ White (1995)
mostraram que a osmolaridade do meio pode interferir diretamente no metabolismo espermatico, visto que,
quando estes gametas foram expostos a meios hipotonicos (150 mOsml 1™") ou hiperténicos (450 mOsml 17),
constatou-se redug¢do da concentragdo de Rodamina 123, indicativa da taxa respiratdria das mitocondrias da
célula. Células espermaticas criopreservadas em diluente hipertonico a base de trealose apresentaram uma menor
incidéncia de alteragdes ultraestruturais nas membranas plasmatica e acrossomal, bem como uma menor
ocorréncia de lipoperoxidacdo nas células espermaticas apds trés horas de incubagdo, quando comparadas a
utilizagdo de diluentes isotdnicos, tendo sido sugerido pelos autores que essas diferengas foram geradas pela
capacidade de interacdo da trealose com os fosfolipidios das membranas (Aisen et al., 2005).

Valente et al. (2010), na tentativa de substituir parcial ou totalmente a gema do ovo no diluente para
sémen ovino, em virtude da variagdo em sua constituigdo, observaram que a suplementagdo com trealose e
glicina, associada a substituicdo da glicose pela frutose, mais facilmente metabolizada pelo espermatozoide, ndo
foi capaz de compensar a insuficiéncia da gema de ovo, tendo sido observado melhor motilidade,
termorresisténcia, fertilidade in vitro e in vivo pés-descongelag@o ao utilizarem gema de ovo no diluente. Vale
ressaltar que, teoricamente, o grau de lesdo observado no processo de congelacdo-descongelacdo ¢ exibido
durante a incubag@o espermatica pos-descongelagdo, uma vez que quanto maior o dano latente menor a
longevidade destes gametas no trato genital feminino (Bag et al., 2004).

Diferentes tempos de equilibrio pré-congelacdo podem ser utilizados para a criopreservagdo do sémen,
sendo caracterizado pelo intervalo entre a adi¢ao do glicerol e a congelagdo das células espermaticas. Acredita-se
que esse periodo permita o melhor equilibrio osmoético apds a interacao da célula espermdtica com o crioprotetor
(Emmens e Blackshaw, 1950), sendo também importante em condi¢des de colheita e processamento de sémen a
campo, devido ao tempo necessario para a finalizagdo dos procedimentos pré-criopreservagdo (Foote e Kaproth,
2002).

Purdy (2006) avaliou o efeito de diferentes tempos de equilibrio pré-congelagdo sobre as caracteristicas
do sémen ovino pds-descongelagido e ndo constatou influéncia da refrigeragdo sobre motilidade, integridade da
membrana plasmatica, percentual de células com acrossoma intacto e capacidade de ligagdo a membrana
perivitelinica, ap6s manter o sémen por até 48 horas a 5°C antes da criopreservagao.

Antioxidantes e sémen
O sémen apresenta um complexo sistema redox, em que o equilibrio entre o potencial antioxidante do

plasma seminal e dos espermatozoides e o potencial oxidativo dos metabolitos espermaticos, particularmente
ativos em condig¢des ndo fisioldgicas, controlam a taxa de lipoperoxidacdo espermatica (Stradaioli et al., 2007).
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Dessa forma, a manipulagdo in vitro de gametas pode expor as células a estresse oxidativo adicional, postulando-
se a necessidade de uma protegdo exdgena (Taylor, 2001), em virtude da necessidade de as células espermaticas
apresentarem mecanismos capazes de combater, parcialmente ou totalmente, a produgdo de ROS por meio de
sistemas antioxidantes enzimaticos ou complexos vitaminicos, com o objetivo de prevenir a peroxidacdo
excessiva dos substratos (Silva, 2006).

Em condi¢des fisiologicas, 1 a 3% dos clétrons envolvidos na cadeia de transporte de elétrons
determinam a formagao de espécies reativas ao oxigénio (Guerin et al., 2001). Todavia, o estimulo a formagao de
ROS induzido pela congelagdo também pode estar relacionado a alteragdes na respiragdo e no intervalo entre
ciclos respiratorios/estado de repouso celular (Schober et al., 2007) ou a liberacdo de ROS pelas células
espermaticas defeituosas ou mortas durante o processo de criopreservacdo (Bailey et al., 2000) ou mesmo com
danos subletais (Watson, 2000). Dessa forma, o sistema antioxidante presente no plasma seminal é muito
importante para a prote¢do espermatica (Kasimanickam et al., 2006), fato esse evidenciado pela maior
concentragdo de antioxidantes no plasma seminal que em outros liquidos biologicos (Taylor, 2001).

Em ovinos, foi observado ainda que as enzimas antioxidantes se distribuem por diversas regides do
espermatozoide, caracterizando a existéncia de subpopulagdes espermaticas de acordo com o padrio de
distribuigdo delas, onde se observou que a SOD se encontra nas regides acrossomal, pos-acrossomal e no flagelo,
enquanto a GPx esta localizada nas regides pds-acrossomal e apical da cabega, ¢ a GR se distribui ao longo do
flagelo. Todavia, o processo de congelagdo-descongelagdo induz a uma mudanga consideravel na distribuicdo
destas enzimas nas células espermaticas (Marti et al., 2008).

Sabe-se ainda que os ovinos sdo considerados animais poliéstricos estacionais, o que interfere
diretamente nos seus aspectos reprodutivos (Legan e Karsch, 1983). Assim, diversos parametros espermaticos
podem sofrer alteragdes em consequéncia da estacionalidade reprodutiva, incluindo o potencial antioxidante do
plasma seminal, como foi mostrado por Marti et al. (2007), por meio da maior atividade antioxidante da SOD,
GPx, GR e catalase no plasma seminal fora do periodo de estacdo de monta, quando comparado com o periodo
de estacdo de monta. Os autores afirmaram que essa maior protecdo antioxidante seria importante para
manutencdo do potencial fertilizante dos espermatozoides, enquanto os pardmetros reprodutivos encontram-se
sob condigdes subotimas.

Cordeiros classificados como satisfatorios, questionaveis ou insatisfatorios para a reprodugdo, a partir
dos pardmetros de circunferéncia escrotal, motilidade, morfologia espermatica e percentual de
polimorfonucleares no ejaculado, apresentaram diferentes caracteristicas antioxidantes seminais. Observou-se
que os animais classificados como satisfatorios apresentaram peroxidagdo lipidica significativamente inferior,
tanto no plasma seminal quanto nos espermatozoides, e menor atividade da GPx nas células espermaticas
comparados aos demais grupos. A atividade da SOD foi inferior no plasma seminal dos animais insatisfatorios
quando comparados aos questionaveis, os quais nao diferiram dos satisfatorios. A atividade da GPx ¢ a
peroxidacdo lipidica do plasma seminal e espermatozoides foram negativamente correlacionadas com o
percentual de células com motilidade progressiva e morfologicamente normais (Kasimanickam et al., 2006).

Adicao de antioxidantes ao diluente

A utilizagdo de antioxidantes como suplementos em meios basicos de diluigdo, visando melhorar a
qualidade das células espermaticas apds o processamento, vem sendo testada, gerando resultados contraditorios.

Enquanto a adigdo de glutationa (5 mM) e glutationa reduzida (5 mM) ao meio utilizado na
criopreservacdo do sémen ovino ndo foi capaz de melhorar o percentual de espermatozoides mdveis, viaveis,
reativos ao teste hiposmético e com morfologia normal, a adi¢do de cisteina (5 mM) melhorou a motilidade pos-
descongelagdo. A concentragdo de malonaldeido, pardmetro indicador de lipoperoxidagdo, também ndo se
alterou apos adi¢do de nenhum dos antioxidantes citados anteriormente, a despeito da elevagdo variavel nas
concentragdes de GSH e GPx, apds adi¢do de glutationa e glutationa reduzida ao meio, ou mesmo da elevagio na
concentragdo de catalase, ap6s a adicdo de cisteina (Bucak et al., 2008). Os autores relataram que a
lipoperoxidagdo aparentemente ndo ¢ o principal fator que influencia a qualidade espermatica pos-
descongelagdo.

Em contrapartida, a adicdo de glutamina (5 mM) ao diluente utilizado para congelacdo do sémen ovino
aumentou o percentual de espermatozoides mdveis e com membranas integras avaliadas pelo teste hiposmotico,
quando comparado a 2,5 mM ou sem adicdo de antioxidante. A glutamina na referida concentragdo também
elevou a concentragdo de catalase, mas ndo da SOD, quando comparado aos demais tratamentos. Observou-se,
ainda, que a produgdo de malonaldeido ndo foi influenciada pela adigdo da glutamina, refor¢ando informacgéo
anterior de que a lipoperoxidagao ndo ¢é preponderante para redugdo da qualidade espermatica pos-descongelacdo
(Bucak et al., 2009).

Maia et al. (2009) testaram a adigdo de catalase e Trolox, um antioxidante hidrossolivel derivado da
vitamina E, ao meio de criopreservacdo do sémen ovino e observaram que a adi¢do de Trolox reduziu a
motilidade espermatica em relagdo aos demais tratamentos, inclusive o sem adi¢do de antioxidantes. No entanto,
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a catalase aumentou o percentual de células espermaticas viaveis avaliadas com auxilio do iodeto de propideo,
em relagdo aos demais tratamentos. Todavia, a atividade mitocondrial pds-descongelagdo manteve-se
equivalente em todos os grupos avaliados.

Por outro trabalho, a utilizagdo da catalase (100 Ul/mL) ao diluente de congelagdo do sémen ovino,
seguida da sexagem em citometro de fluxo, ndo interferiu em nenhum dos pardmetros de espermaticos avaliados
com auxilio de computador (Computer Assisted Sperm Analysis — CASA; de Graaf et al., 2007).

Em ovinos, comparando-se diluentes a base de leite/gema ou de sacarose, Marti et al. (2007)
selecionaram espermatozoides pela técnica de swim-up e as células recuperadas foram novamente incubadas a
15°C durante seis horas. Apesar de os valores de motilidade, viabilidade e resposta ao teste hiposmotico terem
sido similares para os espermatozoides provenientes do diluente & base de leite/gema ou sacarose, imediatamente
apos a selecdo espermatica, o diluente a base de leite/gema preservou melhor estes pardmetros ao longo das seis
horas de incubagdo. Por outro lado, imediatamente apds a selecdo espermadtica, as atividades da SOD, GR e GPx
foram maiores ao utilizarem diluente a base de sacarose, enquanto os espermatozoides diluidos em meio a base
de leite/gema foram mais eficazes em manter a atividade das enzimas ao longo das seis horas de incubacdo a
15°C.

Upreti et al. (1997), trabalhando com sémen ovino refrigerado (15°C) por até dois dias, em meio
quimicamente definido adicionado de antioxidantes, submeteram aliquotas incubadas (1, 24 e 48 horas) a
reincubacdo (38°C) por até 30 horas. Os autores relataram que a adi¢do de vitamina E inibiu a motilidade
espermatica, enquanto a adigao de catalase ndo interferiu na motilidade.

Bucak e Tekin (2007) estudaram o efeito da adi¢do de glutationa, taurina e trealose ao diluente sobre as
caracteristicas do sémen ovino submetido a refrigeracdo (5°C) por até 30 horas. Apos esse periodo, os melhores
resultados para manuten¢do da motilidade, viabilidade e resposta espermatica ao teste hiposmotico foram obtidos
com a adicao de trealose, na concentragao de 50 mM, mas a elevacdo da sua concentrag@o para 100 mM exerceu
efeito deletério sobre a motilidade destes gametas. Os autores atribuiram essa alteragdo ao aumento da
osmolaridade do meio, induzindo perda da estabilidade funcional da célula.

A adicdo de vitamina E, lactoalbumina e albumina sérica ao diluente Fiser (F1: 3,25% Tris; 9,3%
frutose; 1,7% acido citrico; 25% gema de ovo e 2% glicerol; F2: 0,68% citrato de sodio; 0,15% TES; 0,36%
glicina; 10,18% lactose; 1,18% rafinose; 0,5% frutose; 3,85% dextran e 12% glicerol) melhorar a motilidade ¢ a
viabilidade dos espermatozoides pos-descongelagdo (Ollero et al., 1998), enquanto o uso de albumina sérica
bovina (BSA), prolina, glicina-betaina e fosfatidilcolina ndo melhorou a qualidade do sémen ovino poés-
descongelagdo, sendo observada discreta melhoria com a adi¢do de colesterol (Ollero et al., 1996).

Consideracoes finais

E possivel observar que as células esperméticas ovinas submetidas a procedimentos de refrigeracio e
criopreservacdo, considerando-se sua maior sensibilidade ao processamento, apresentam alteragdes funcionais
que tém impedido a obtencdo de indices de fertilidade satisfatorios apods inseminacdo cervical, dificultando a
plena difusdo da IA nesta espécie.

Igualmente, observa-se que a identificagcdo de antioxidantes que sejam capazes de minimizar os danos a
células espermaticas durante a refrigeracdo e congelagdo ¢ um procedimento complexo, devido a variagdo nas
caracteristicas antioxidantes do ejaculado entre as diferentes épocas do ano, entre reprodutores ou mesmo entre
diferentes ejaculados de um mesmo carneiro.
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