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Resumo

A membrana plasmatica é a parte da estrutura do espermatozoide mais susceptivel a modificacdes
durante o processo de criopreservacdo, e sua integridade ¢ fundamental para que os espermatozoides estejam
vidaveis no momento da fecundacdo. Sua composicdo, tipo de fosfolipideos e quantidade de proteinas sdo
varidveis e influenciam a sensibilidade ao choque térmico. Durante o processo de capacitacdo, alteragdes na
membrana plasmatica sdo necessarias para que os espermatozoides sejam capazes de efetuar a reag@o acrossomal
e, consequentemente, a fecundacdo. A presenga de metabolitos do oxigénio ¢ necessaria para esse processo. No
entanto, em excesso, eles sdo prejudiciais e comprometem a fluidez e a integridade da membrana. Enzimas
antioxidantes presentes no plasma seminal e no proprio espermatozoide neutralizam esses metabolitos, evitando
estresse oxidativo. Porém, a criopreservacdo causa desequilibrio entre produg@o e neutralizagdo de metabolitos
do oxigénio, comprometendo a viabilidade da célula espermatica. Na tentativa de amenizar as perdas celulares,
diluidores de diferentes composigdes, inclusive contendo antioxidantes, tém sido testados para a preservagao da
viabilidade espermatica. Esta revisdo enfoca a composicao lipidica da membrana plasmatica do espermatozoide
e a producdo de metabdlitos do oxigénio, relacionando-as com a qualidade espermatica de bovinos apoés o
processo de criopreservacdo e a utilizagao de diluidores contendo antioxidante.

Palavras-chave: capacitacdo espermatica, componentes lipidicos, estresse oxidativo, reagdo do acrossoma,
sémen.

Abstract

The plasmatic membrane is the part of the spermatozoa structure which is the most susceptible to
change during cryopreservation and its integrity is fundamental for spermatic viability in the moment of
fertilization. Its composition, type of phospholipids and quantity of proteins, is variable and affects the sensibility
to thermal shock. During capacitation, alterations occurs in the plasmatic membrane, these alterations are
necessary for the spermatozoa to be able to perform the acrosome reaction and hence the fertilization. The
presence of free radicals are necessary in this process, however, ROS are harmful in excess and interfere in the
fluidity and integrity of the membrane. Antioxidants enzymes in the seminal plasma and in the spermatozoa
neutralize these radicals preventing oxidative stress, but the cryopreservation causes imbalance between
production and neutralization, compromising the cell’s viability. With the Objective of minimizing cells loss,
extenders with different composition, including antioxidants, have been tested for sperm viability preservation
This review focuses in the plasmatic membrane composition and species oxygen reactive production, related
with quality sperm bovine after cryopreserved process and the use extender containing antioxidant.

Keywords: acrosome reaction, lipid components, oxidative stress, semen, sperm capacitation.
Introducao

A inseminagdo artificial em bovinos ¢ a biotécnica aplicada a reprodugdo com maior difusdo e impacto
no melhoramento genético de animais de exploracdo zootécnica. Essa técnica possui importantes vantagens
como: melhoramento do rebanho em menor tempo e baixo custo por meio da utilizacdo de sémen de
reprodutores de comprovada eficiéncia na produgdo de leite e carne; controle de doencas que, pela monta
natural, poderiam ser transmitidas as vacas; utilizacdo de touros com problemas adquiridos e impossibilitados de
efetuarem a monta; obtencdo de maior nimero de descendentes de um reprodutor; padronizacao do rebanho;
nascimento de filhos apos a morte do pai, face a possibilidade da congelacdo e estocagem de sémen; entre outras.
Com isso, a utilizagdo da inseminagdo artificial apresenta inimeras vantagens, tornando a relagdo custo/beneficio
bastante lucrativa.

O sémen de boa qualidade é um dos fatores de fundamental importancia para o sucesso da técnica, por
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isso seu processamento deve preserva-lo ao maximo. Os processos de congelacdo e descongelagdo causam
diminui¢do do nimero de espermatozoides viaveis por dose (Amann e Pickett, 1987; Watson, 1995), ¢ uma das
injurias ocasionadas aos espermatozoides € a peroxidagdo lipidica das membranas (Jones ¢ Mann, 1977) causada
pelo estresse oxidativo devido a producdo excessiva de metabolitos do oxigénio (ROS), os quais estdo
associados com o declinio da fertilidade espermatica apos o periodo de estocagem (Maxwell ¢ Watson, 1996).
Sendo assim, buscando melhorar a preservacdo da integridade celular, a associacdo de componentes
antioxidantes tem sido utilizada nos meios de congelagdo de sémen de varias espécies, incluindo a espécie
bovina, no intuito de reduzir as alteragdes causadas a membrana plasmatica dos espermatozoides durante o
processo de refrigeragdo e congelag@o (Beconi et al., 1993).

Ao diminuir ou cessar qualquer tipo de injuria que comprometa a viabilidade espermatica, havera a
possibilidade de melhorar os indices reprodutivos e difundir o uso das biotecnologias, como transferéncia de
embrides (TE), fertilizagdo in vitro (FIV), inseminagdo artificial em tempo fixo (IATF) e utilizagdo do sémen
sexado, ja que todas utilizam o sémen criopreservado.

Nesta revisdo, serdo abordadas caracteristicas da composi¢do lipidica da membrana plasmatica do
espermatozoide e sua funcdo fisioldogica no processo de fecundagdo, bem como os aspectos relacionados a
geracdo e degradagdo de metabdlitos do oxigénio no sémen bovino.

Componentes lipidicos da membrana espermatica e suas func¢ées

Quando se trata da estocagem dos espermatozoides para uso em qualquer biotecnologia aplicada a
reprodugdo, ¢ mais relevante considerd-los como constituidos de nticleos, mitocondrias e estruturas
membranosas, devido a resposta diferenciada destes componentes estruturais ao choque térmico, redugdo de
temperatura ou criopreservagdo (Ochsendorf, 1999; Agarwal et al., 2008). As estruturas membranosas sdo mais
importantes sob a perspectiva do choque térmico (Amann e Graham, 1993; Watson, 1995; Vishwanath e
Shannon, 1997) e do estresse oxidativo (Sikka et al., 1995, O’Flaherty et al., 1997, 1999; Khosro Beygi e
Zarghami, 2007; Desai et al., 2010).

A membrana plasmatica envolve todo o espermatozoide e € o componente mais externo. Embora seja
continua sobre a superficie dos espermatozoides e com sua natureza diferindo regionalmente (Flesh e Gadella,
2000; Khosro Beygi e Zarghami, 2007), é uma estrutura fina, flexivel, autosselante e seletivamente permeavel
aos solutos polares, com espessura de apenas 7,5 a 10nm, formada quase que inteiramente por proteinas e
lipidios (Guyton e Hall, 1997), sendo que proporgdes relativas desses componentes sdo distintas em diferentes
tipos de membranas (Lehninger et al., 2000). A composi¢do lipidica, caracteristica para cada reino, espécie,
tecido e organela de certo tipo celular, consiste em trés zonas: a bicamada lipidica, a superficie de contato entre
os fosfolipidios e a agua e o glicocalice (Scott, 1973). Além disso, proteinas se encontram adsorvidas na
superficie da membrana ou em seu interior, fazendo parte da estrutura (Amann e Graham, 1993; Lehninger et al.,
2000). As proteinas interligadas com os lipidios sdo classificadas como integrais ou periféricas. As proteinas
integrais sdo liberadas da membrana apenas por solventes ou detergentes, sendo essenciais para sua estrutura
(Amann e Graham, 1993). As proteinas periféricas, por outro lado, sdo soluveis em diluidores seminais e agua,
sendo facilmente removidas. As proteinas integrais agem como poros ou canais através da membrana, como
receptores para outras moléculas, ou sdo encontradas entre as duas bicamadas da membrana (Amann e Pickett,
1987).

O modelo mosaico da membrana ¢ fluido, pelo fato de as interagdes entre os lipidios e as proteinas ndo
serem covalentes, permitindo que as moléculas individuais dos lipidios e das proteinas movam-se lateralmente
no plano da membrana. Os lipidios de membrana sdo assimétricos na sua distribuicdo nas duas faces da
bicamada, embora a assimetria, ao contrario daquela das proteinas da membrana, ndo seja absoluta. Na
membrana plasmatica, certos lipidios sdo tipicamente encontrados na face externa da camada (esfingomielina e
fosfatidilcolina) e outros na face interna, regido citoplasmatica (fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol; Lehninger et al., 2000), sendo o principal constituinte que confere & membrana a caracteristica
de fluidez, a qual depende tanto da composi¢do quanto da temperatura, sendo que a mudanga de estado liquido
para gel em membranas com maior proporc¢ao de lipidios de cadeia insaturada ocorre em temperaturas menores.
O conteudo esterol da membrana também ¢ um determinante importante desta temperatura de transi¢do. A
estrutura plana rigida do grupo esteroide, inserida entre as cadeias laterais dos acidos graxos, tende a moderar os
extremos de solidez e fluidez das membranas (Alberts et al., 1997).

Os fosfolipidios, cujas cadeias de acidos graxos sdo predominantemente poli-insaturadas, quando
submetidos a reducdo da temperatura, assumem uma forma conica, na qual as extremidades hidrofobicas sdo
externas ¢ as hidrofilicas internas. Essa estrutura ¢ denominada de forma “hexagonal II” ou micela invertida.
Quando a membrana estd em transicdo da fase fluida para a fase cristalina, para muitos lipidios, a formagao
dessa micela invertida ¢ transitoria; entretanto, para certos fosfolipidios, esta estrutura persiste. Como
consequéncia, tem-se aumento da permeabilidade da membrana com o estabelecimento de canais que permitem a
entrada de ions e pequenas moléculas, podendo desestabilizar a membrana e, assim, causar danos irreparaveis
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(Amann e Pickett, 1987; Parks e Graham, 1992; Watson, 1995; Vishwanath e Shannon, 1997; Khosro Beygi e
Zarghami, 2007).

Embora exista diferenca consideravel entre as espécies de mamiferos, em geral a membrana plasmatica
contém aproximadamente 70% de fosfolipidios, 25% de lipidios neutros e 5% de glicolipidios (em base molar)
(Flesh e Gadella, 2000).

Os fosfolipidios parecem ser a fonte principal de substrato para respiracdo endogena dos
espermatozoides. Segundo Scott (1973), os tipos de fosfolipidios presentes nos espermatozoides variam
consideravelmente de uma espécie para outra, sendo que plasmalogencolina ¢ o principal fosfogliceridio dos
espermatozoides dos ruminantes domésticos. Esses fosfogliceridios sdo hidrolisados e ha liberagdo de acidos
graxos, que sdo oxidados rapidamente, promovendo, desta maneira, energia celular (Mills e Scott, 1969; Aitken,
1995). O principal acido graxo poli-insaturado dos fosfolipidios colina é o 4cido docosa-hexaenoico (22:6),
enquanto da fragdo fosfolipidica etanolamina o acido linoleico (18:2) é o principal acido graxo insaturado.
Durante sua fase de maturag@o no epididimo, ocorre aumento na proporgdo de acidos graxos poli-insaturados dos
espermatozoides, devendo ter efeito pronunciado nas propriedades fisicas ¢ quimicas da membrana lipoproteica
(Vandenheuvel, 1971). Assim, qualquer mudanga que ocorra em cada fosfolipidio, ou na composicdo de seus
acidos graxos, altera a estrutura ¢ a fungdo da membrana dos espermatozoides (Khosro Beygi ¢ Zarghami, 2007).

O colesterol ¢ o principal esteroide dos espermatozoides ejaculados (Cross, 1998) e parece ser
importante regulador da funcdo espermatica (Langlais e Roberts, 1985; Scott, 2000). In vitro, a adi¢do de
colesterol ao meio previne os espermatozoides de se tornarem capazes de iniciar a reagdo acrossomal (Zarintash
e Cross, 1996) e fertilizar oocitos (Go e Wolf, 1985), porém, geralmente, promove a fusdo da membrana
(Chernomordik et al., 1995).

Um ejaculado in natura possui relagdo elevada de colesterol/fosfolipidio. Durante a capacitagdo
espermatica, o colesterol se move da membrana para “solubilizar proteinas e receptores”, enquanto 0s
fosfolipidios se movem para dentro da membrana espermatica (Cross, 1998). A relagdo baixa de
colesterol/fosfolipidio diminui a microviscosidade da membrana, expondo os fosfolipidios e, talvez, permitindo
aumentar o influxo de célcio, resultando na reagdo acrossomal. Em algumas espécies, a concentragdo de
colesterol na membrana plasmatica se altera com a passagem dos espermatozoides pelos epididimos. A relacao
colesterol/fosfolipidio da membrana plasmatica dos espermatozoides de carneiros e bodes aumenta durante o
transito epididimario (Parks e Hammerstedt, 1985; Rana et al., 1991), mas diminui em ratos e garanhdes (Hall et
al., 1991) e ndo se altera em cachacos (Nikolopoulou et al., 1985). Os espermatozoides emitidos no ejaculado
podem obter colesterol adicional do plasma seminal. O colesterol ¢ encontrado nas lipoproteinas e em qualquer
tipo de células de um ser vivo (Cross, 1998).

Capacitaciio espermatica e reacio acrossomal

Viérios autores demonstraram que a geragdo de ROS pelos espermatozoides ¢ fundamental para que
ocorram os processos fisioldgicos como: maturacdo espermatica, capacitacdo, reacdo acrossomal, estabilizacdo
da mitocondria dentro da peca intermediaria e fusdo do espermatozoide/ovocito (Agarwal et al., 2008; Desai et
al., 2009; Gongalves et al., 2010; Kothari et al., 2010).

A capacitagdo espermatica ¢ um requisito necessario para que ocorra a fertilizagdo e resulta de
alteragdes na membrana plasmatica as quais tornam os espermatozoides capazes de efetuar a reacdo acrossomal
verdadeira, que, em condi¢des fisioldgicas, ocorre durante exposicdo a uma glicoproteina que compde a zona
pelucida do ovocito (Bleil e Wassarman, 1983; Gadella et al.,, 2008). Entre as principais mudangas durante o
processo de capacitagdo estdo: deplecdo da relagdo colesterol/fosfolipidio na superficie espermatica (Thérien et
al., 1998; Wolfe et al., 1998; Flesh ¢ Gadella, 2000; O’Flaherty et al., 2006; Kothari et al., 2010); maior fluidez
da membrana, principalmente determinada pelo aumento da concentragdo de fosfatidilcolina e pela
desestabilizagdo da membrana. Ocorrem também alteracdes nas glicosaminoglicanas, influxo de ions calcio,
aumento da concentragdo de AMP ciclico e modificagcdes de algumas atividades enzimaticas, principalmente a
proteina quinase C (Bilodeau et al., 2000; O’Flaherty et al., 2006; Suarez, 2008; Kothari et al., 2010).

O efluxo de colesterol comega logo apos a separagdao dos espermatozoides do plasma seminal. Parece
ser determinado pela agdo de moléculas lipofilicas do meio, como albumina e lipoproteinas. A perda do
colesterol permite o aumento do pH intracelular (de 6,7 para 6,92), promovendo a capacitagdo e,
consequentemente, a rea¢do acrossomal. Ha elevacdo das concentragdes de bicarbonato intracelular, implicando
aumento da concentragdo de ions de calcio e ativacdo da adenilatociclase, que converte o ATP em AMPc,
ativando a PKA e fosforilizando a tirosina (Flesh ¢ Gadella, 2000; Gadella et al., 2008; Kothari et al., 2010).

Os agentes indutores da capacitag@o in vitro mais utilizados sdo o calcio (Lapointe e Sirand, 1996) e os
glicosaminoglicanos, destacando-se a heparina como mais eficiente dentro deste grupo (Parrish e Susko-Parrish,
1988).

Os mecanismos da indugdo da capacitagdo pela heparina envolvem ligagdes reversiveis e exotérmicas
com os espermatozoides, alteragcdes das proteinas da membrana plasmatica e dos sitios de ligagdo de proteinas,
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como as lecitinas (Mahmoud e Parrish, 1996), por ativacdo dos canais idnicos para elevagdo de calcio, pH e
AMP ciclico (Thérien et al., 1998), além de acelerar a conversdo da proacrosina em acrosina (Yanagimachi,
1994). A proacrosina ¢ uma proteina localizada na vesicula acrossomal, sendo liberada provavelmente por
protedlise (Kim et al., 2001).

Ha indicios de que os processos de capacitagdo espermatica sejam estimulados por lipoproteinas de alta
densidade (HDL), provenientes do fluido folicular ou do oviduto, além de que proteinas do plasma seminal
bovino (BSP’s) aceleram a capacitacao (Thérien et al., 1995; Scott, 2000). Embora os metabdlitos do oxigénio
sejam prejudiciais aos espermatozoides, varios autores (O’Flaherty et al, 2006; Kothari et al., 2010)
demonstraram que quantidades controladas do anion superéxido (O,) s@o necessarias para a ocorréncia dos
processos de hiperativagdo/capacitagdo e que o peroxido de hidrogénio (H,O,) participa como indutor da reagdo
acrossomal no espermatozoide bovino. Desta maneira, De Lamirande e Gagnon (1993) e De Lamirande e
O’Flaherty (2008) mencionaram que a capacitacdo ¢ parte de um processo oxidativo.

A capacitagdo espermatica termina com o evento de exocitose chamado de reagdo acrossomal, que tem
como objetivo permitir que os espermatozoides penetrem na zona pelicida do ovoécito (Yanagimachi, 1994;
O’Flaherty et al., 2006; Gadella et al., 2008; Kothari et al, 2010). A reacdo acrossomal envolve multiplas
fungdes entre a membrana acrossomal externa ¢ a membrana plasmatica, possibilitando que o contetido do
acrossomo seja liberado através de canais de membrana (Thérien et al., 1995). Os locais onde estas fusdes se
iniciam sdo aqueles onde a membrana acrossomal externa ¢ menos estavel e onde ha maior quantidade de sitios
de ligagdo com o célcio (Yanagimachi, 1994).

O influxo de célcio ¢ uma etapa essencial para a reagdo acrossomal nos espermatozoides de mamiferos
(Bailey e Buhr, 1993; Kothari et al., 2010), por inativar a bomba de sodio-potassio-ATPase, resultando em
rapido aumento de sédio intracelular, efluxo do ion hidrogénio e aumento do pH intracelular. O aumento da
concentragdo intracelular de céalcio e HCO; também ativa as fosfolipases da membrana que produzem
substancias fusogénicas, como o acido aracdonico e os lisofosfolipidios (Yanagimachi, 1994; De Lamirande e
O’Flaherty, 2008).

A criopreservagdo eleva as concentragdes de célcio intracelular, assim como a capacitagdo espermatica
(Watson, 2000; Chatterjee ¢ Gagnon, 2001). Consequentemente, a reacdo acrossomal em espermatozoides
provenientes de sémen congelado pode ser realizada em tempo menor do que o necessario para sua indugdo em
amostras de sémen in natura no trato genital da f€émea (O Flaherty et al., 1999; Watson, 2000).

Falsa reacdo acrossomal é possivel de ocorrer porque ions intracelulares podem sair de dentro das
células, permitindo a entrada de outros ions extracelulares e desencadeando processos de desestabilizacdo da
membrana. Assim, a proacrosina pode ser convertida em acrosina, que promoverd a digestdo da matriz
acrossomal e, consequentemente, a fusdo das membranas (Yanagimachi, 1994; O’Flaherty et al., 2006; Gadella
et al., 2008).

Os espermatozoides dos mamiferos sdo extremamente sensiveis a danos oxidativos induzidos por
concentragdo elevada de oxigénio (Kim e Parthasarathy, 1998; O’Flaherty et al., 2006; Kothari et al., 2010),
ocasionando a peroxidagdo lipidica das membranas (Jones ¢ Mann, 1977; Aitken, 1995) ¢ a desestabiliza¢do da
bicamada fosfolipidica, permitindo a ativagdo acrossomal (Chatterjee ¢ Gagnon, 2001) e diminuindo a
viabilidade do sémen (Ochsendorf, 1999; Sanocka e Kurpisz, 2004; Khosro Beygi e Zarghami, 2007).

Metabdlitos do oxigénio e antioxidantes

Quimicamente, os metaboélitos do oxigénio sdo substincias que apresentam niimero impar de elétrons,
as quais sdo, portanto, altamente energéticas e instaveis, podendo ser formadas pela agdo direta de alguma fonte
de energia externa (luz, calor e radiag@o), ou interna (proprio metabolismo) de rea¢des catalisadas por metais
(ferro e cobre) ou enzimas. Essa energia, ao atingir o atomo, induz a que um elétron seja removido do seu
orbital, formando novo atomo contendo um elétron extra, denominado ROS, o qual, para se tornar novamente
estavel, precisa liberar essa energia acumulada (Araujo, 2001; Sanocka e Kurpisz, 2004; Valko et al., 2005;
Kefer et al., 2009).

O organismo produz naturalmente radicais livres e outras espécies reativas oriundas do oxigénio
decorrente do proprio metabolismo, como subprodutos da respiragdo e da sintese de estruturas mais complexas.
Concentrag¢des reduzidas de ROS sdo importantes para processos bioquimicos normais como: sinalizagdo e
controle do crescimento celular, ataque de patdgenos invasores, sintese enzimatica de processos bioativos pelas
ciclo-oxigenases, lipoxigenases e pelo nucleotideo redutase (formagdo de desoxirribonucleotideos a partir de
ribonucleotideo), ¢ detoxificacdo de substancias estranhas. Porém, quando sua produgido ocorre em quantidade
superior a capacidade de neutralizacdo pelas células, disturbios celulares e metabolicos ocorrerdo de diversas
maneiras (Ford, 2001; Agarwal et al., 2004).

O termo espécies reativas de oxigénio (ROS) representam uma categoria de moléculas que se referem
aos radicais livres (ion hidroxil, superoxido, 6xido nitrico, peroxil, etc.), aos ndo radicais (0z6nio, oxigénio
singlete, peroxidases lipidicas, perdéxido de hidrogénio) e aos derivados do oxigénio (Agarwal e Prabakaran,
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2005). Espécies reativas de nitrogénio (6xido nitrico, ion nitroxil, peroxido de nitrito, etc.) sdo consideradas
radicais livres de nitrogénio e sdo subclasse das ROS (Darley-Usmar et al., 1995; Sikka, 2001). Todas essas
moléculas podem causar injuria oxidativa em membranas lipidicas, proteinas transmembrana e carboidratos,
danificando acidos nucleicos e despolimerizando acidos hialurdnicos (Ochsendorf, 1999).

Os acidos graxos insaturados podem ser atacados quimicamente pelas ROS, provocando reagdo
propagadora de auto-oxidag@o, ou seja, efeito cascata na formagdo de novos metabolitos oxidantes (Sharma e
Agarwal, 1996; Araujo, 2001; Fig. 1). Uma vez que a membrana espermatica ¢ rica em acidos graxos poli-
insaturados (Zalata e Depuydt, 1998), torna-se altamente sensivel as ROS (Combhaire et al., 1999; Ochsendorf,
1999).

Figura 1. Desenho esquematico da membrana plasmatica (apenas uma camada lipidica) destacando a regido
hidrofébica e hidrofilica dos fosfolipideos. Adaptado de Buettner (1993).

Cadeia de acidos graxos poli-insaturados atacada pelo radical livre.

°Formagdo de um novo radical livre.

“Desestruturagdo da membrana plasmatica que assume nova configura¢do (micela invertida).
YEfeito antioxidante da vitamina E (doagdo do hidrogénio).

“Reestruturagdo da membrana plasmatica; reciclagem da vitamina E pela agdo da vitamina C.

O estresse oxidativo ¢ um fator associado a diminuicdo da fertilidade durante o processamento do
sémen (Trinchero et al., 1990; Sikka et al., 1995; Sikka, 1996; O Flaherty et al., 1997; Bilodeau et al., 2000;
Ortega et al., 2003). A produgdo de ROS em excesso parece estar envolvida com os danos causados 2 membrana
plasmatica ¢ ao DNA dos espermatozoides (Ochsendorf, 1999; Chatterjee ¢ Gagnon, 2001), em condigdes
hipotérmicas de estocagem (Maxwell e Watson, 1996), resultando em perda da motilidade espermatica e indugéo
de apoptoses, devido a lipoperoxidagdo (Sharma e Agarwal, 1996; Bucak et al., 2010a, b).

Leucécitos e células espermaticas imaturas sdo as principais fontes de ROS (Garrido et al., 2004), sendo
a peroxidagdo lipidica gerada espontancamente dentro da membrana plasmatica e liberada pela ag¢do da
fosfolipase A, (Twigg et al., 1998). Em bovinos, ROS sdo geradas por espermatozoides mortos, via reacdo
catalisada da oxidacdo de um aminoacido aromatico (Saridzkan et al., 2009).

Embora os espermatozoides dos bovinos nao sofram facilmente peroxida¢do, quando comparados com
os espermatozoides do homem, do garanhdo e do bode, o sémen congelado e descongelado ¢ mais susceptivel a
peroxidagdo lipidica do que o sémen in natura (Trinchero et al., 1990). Entretanto, no sémen de garanhdes, o
peroxido de hidrogénio € a principal ROS responsavel pelas alteragdes que determinam a perda da motilidade
espermatica (Baumber et al., 2000).

A maioria dos seres vivos possui eficiente sistema de prote¢do capaz de neutralizar os efeitos maléficos
ocasionados pelas ROS formadas durante o metabolismo do oxigénio e da oxidagdo de lipidios. Diversas
enzimas estdo envolvidas nesse mecanismo: a superdxido dismutase remove o radical superoxido, convertendo-o
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em peroxido de hidrogénio; a catalase destroi o perdxido de hidrogénio, convertendo-o em agua e oxigénio; a
glutationa peroxidase ¢ a mais importante na remo¢ao de peréxido das células. Outros antioxidantes, como o-
tocoferol (vitamina E) e acido ascorbico (vitamina C), participam desse sistema bloqueando a acdo das ROS
envolvidas na oxigenizagdo de acidos graxos poli-insaturados e, consequentemente, na formagdo de peroxidos
(Araujo, 2001; Agarwal et al., 2005).

Segundo Aragjo (2001), a ROS produzida no interior hidrofobico da membrana se combina com o
oxigénio que la se encontra dissolvido, formando o radical peroxil (Fig. la). O radical resultante ataca as
proteinas e oxida novamente os acidos graxos poli-insaturados adjacentes (Fig. 1b). Os hidroperéxidos formados
pela oxidagdo, por serem mais hidrofilicos, migram para a superficie da membrana para interagir com a agua,
provocando sua ruptura e alterando sua fluidez (Fig. 1c). A prote¢do da membrana é obtida por remog¢ao das
ROS, sendo que, nas membranas, o principal removedor ¢ o a-tocoferol. Os tocoferdis removem os radicais
peroxil antes que estes oxidem os acidos graxos adjacentes ou as proteinas. O grupo hidroxila presente no
tocoferol doa seu atomo de hidrogénio para o radical peroxil, convertendo-o em perdxido (Fig. 1d). Desta forma,
as enzimas catalase e glutationa peroxidase atuam na remog¢do dos novos radicais formados (Fig. 1e).

Essas enzimas antioxidantes estdo presentes no plasma seminal e nos espermatozoides dos animais,
sendo que, na espécie bovina, foram encontradas no plasma seminal glutationa peroxidase, superoxido dismutase
¢ catalase (em baixa concentragdo), ¢ nos espermatozoides foram encontrados principalmente superoxido
dismutase e baixa concentragdo de glutationa peroxidase. Verificou-se auséncia da catalase nos espermatozoides
bovinos, diferindo de outras espécies, como humana e ovina, nas quais foi detectada a atividade da catalase
(Bilodeau et al., 2000), embora a catalase presente no plasma seminal esteja relacionada, em ovinos e bovinos,
ao controle do estresse oxidativo nas células (Bucak et al., 2007).

Os antioxidantes podem ser classificados como primarios e sinérgicos ou secundarios. Os primarios
atuam inibindo a fase inicial da rea¢do pela interagdo com os radicais livres, ou na etapa de propagacdo da
reacdo, reagindo com os radicais alcoxil ou peroxil, ou ainda, na formac¢do do complexo antioxidante-peroxil.
Compdem este grupo os compostos fenolicos poli-idroxilados (Galatos), os fenodis (Butilhidroxianisol - BHA,
Butilhidroxitolueno - BHT, Butilhidroxiquinona - TBHHQ) e os tocoferdis. Os antioxidantes sinérgicos sdo
classificados de forma genérica como removedores de oxigénio e complexantes, sendo o acido ascorbico o
principal do grupo (Aratjo, 2001; Agarwal et al., 2005). Estas substancias podem atuar na regeneracido do
radical fenoxil, doando hidrogénio e, consequentemente, regenerando o antioxidante primdrio. Essa interacao
entre os varios antioxidantes com a habilidade de regenerar outras espécies oxidadas (vitamina E, vitamina C e
glutationa) ¢, talvez, mais importante do que a concentragdo destes no organismo (Buettner, 1993; Fig. le).

Os tocoferois ou vitamina E t€m como fungdo a manutencdo da integridade e da funcionalidade dos
sistemas reprodutivo, muscular, circulatorio, nervoso e imune. Algumas dessas fungdes podem também ser
realizadas inteiramente ou parcialmente pelo selénio ou certos antioxidantes sintéticos. A vitamina E esta
relacionada a reagdes normais de fosforilagdo (ATP); protecdo das vitaminas A e C contra oxidagao; sintese de
ubiquinona; metabolismo de aminoacidos sulfurosos; metabolismo de vitamina Bj,, uma vez que a deficiéncia
afeta a conversdo da vitamina em coenzima (injlrias neuroldgicas); e metabolismo da vitamina D no figado e
rins, visto que a deficiéncia reduz a atividade das hidroxilases (Aratjo, 2001).

A vitamina E natural esta sujeita a destrui¢do por oxidacdo, que pode ser acelerada pelo calor, umidade,
gordura rancificada, luz, alcali ¢ microminerais (cobre e ferro). A esterificacdo da vitamina E aumenta sua
estabilidade. Por isso, formas comerciais usualmente contém acetato, sendo muito estaveis a oxidac¢do e
possuindo atividade antioxidante in vitro (McDowell, 2000).

O tocoferol estd presente na dupla camada lipidica de membranas celulares. Supde-se que a cadeia
lateral do tocoferol mistura-se com os acidos graxos de cadeia longa da membrana celular. Neste local, o
tocoferol atua como antioxidante para proteger a membrana celular dos efeitos nocivos de ROS. Os 4cidos
graxos poli-insaturados contém a configuragdo de - CH=CH-CH,-CH=CH-, em que o hidrogénio no atomo de
carbono central ¢ facilmente removido, resultando na formagdo de ROS (Bansal e Bilaspuri, 2009, 2010). Os
elétrons livres reajustam-se, e ¢ adicionado oxigé€nio para formar um peréxido. Os peroxidos podem romper-se
para formar dois oxidantes, resultando numa rea¢do de cadeia autopropagadora. Os antioxidantes fornecem
hidrogénio para as ROS e as estabilizam. O antioxidante torna-se um radical livre, mas tem a propriedade de
poder reajustar-se em um conjunto estavel e, dessa maneira, interromper a reagdo de propagacao (Miller et al.,
1993; Kumar e Mahmood, 2001).

A acdo do tocoferol como antioxidante ¢ suplementada pela presenga de glutationa-peroxidase no
componente soluvel da célula. A glutationa-peroxidase catalisa a conversdo de peroxidos organicos e peroxidos
de hidrogénio em alcoois ou agua, evitando, assim, que os peroxidos lesem componentes celulares. A glutationa-
peroxidase contém selénio em sua estrutura ativa e explica a eficiéncia do selénio na prevencdo de algumas
condi¢des de deficiéncia, também evitadas pelo tocoferol. Assim, o selénio atua como estoque adicional de
vitamina E, retardando os sinais de deficiéncia desta vitamina (Araujo, 2001).

Segundo Seoungsoo e Nohyoung (2000), a utilizagdo de selénio na dieta melhorou a viabilidade e a
motilidade espermatica. Por sua vez, a adi¢do de superoxido dismutase (SOD) no diluente reduziu a quantidade
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de espermatozoides com capacitagdo espermatica, indicando que &anions superdxidos podem despolarizar
membranas celulares e, desta forma, modular a interagdo entre gradientes ionicos e fungdes celulares (Scott,
1973).

Antioxidantes sintéticos ndo sdo tdo efetivos quanto a vitamina E, pois ndo sdo estocados no corpo do
animal. A vitamina E é um inibidor reconhecido da peroxidagdo de lipidios em membranas biologicas (Ernster,
1993) e tem efeito de protecdo na atividade metabdlica e na viabilidade celular de espermatozoides bovinos
criopreservados (Beconi et al., 1993).

Bilodeau et al. (2000) sugeriram que o balanco entre a produgao de ROS e a desintoxicacao delas pode
ser importante fator de sobrevivéncia e funcionalidade dos espermatozoides antes, durante e apds sua
criopreservacdo, exercendo influéncia direta sobre a fertilidade. Estes autores notaram que os espermatozoides
bovinos sdo pouco adaptados a metabolizar o toxico H,O,. Observaram, ainda, que as principais enzimas
antioxidantes envolvidas na desintoxica¢do das ROS no sémen bovino sdo glutationa peroxidase e superoxido
dismutase. A glutationa, que ¢ um cofator das enzimas, também possui papel antioxidante. Segundo Beconi et al.
(1993) ¢ Bilodeau et al. (2000), as concentracdes de glutationa e SOD, respectivamente, sdo afetadas
significativamente no processo de criopreservacdo de sémen bovino.

Muitos antioxidantes tém promovido efeito benéfico contra os danos causados por ROS na motilidade e
nos defeitos oxidativos (Yousef et al., 2003; Bansal e Bilaspuri, 2010).

Criopreservacio espermatica e estresse oxidativo

Os meios diluidores sdo constituidos de substincias que permitem a preservacdo da motilidade e da
integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides, por estabilizar o pH do meio, neutralizar produtos
toxicos produzidos pelos espermatozoides, protegé-los contra o choque térmico, manter o equilibrio eletrolitico e
a pressdo osmoética compativel com a dos espermatozoides, atuar como fonte de energia, estabilizar sistemas
enzimaticos e ainda inibir o crescimento bacteriano (England, 1993; Pickett ¢ Amann, 1993). Estudos tém sido
realizados na tentativa de desenvolver um meio que atenda a todas essas qualidades, fazendo com que o minimo
de espermatozoides seja perdido durante o processo de criopreservagao.

Como visto anteriormente, existem diferencas na composicao lipidica da membrana plasmatica entre as
espécies, ragas e ainda entre individuos da mesma espécie, o que pode explicar o maior ou menor efeito protetor
de um diluente aos espermatozoides de um determinado individuo (Holt, 2000), sendo que aqueles cujo sémen
tolera os efeitos da criopreservagao sdo denominados de bons congeladores (Watson, 2000).

Um dos principais fatores que contribuem para baixa qualidade seminal é o estresse oxidativo. A
criopreservacdo induz extensivas modificacdes biofisicas e bioquimicas na membrana plasmatica do
espermatozoide, as quais acarretam diminui¢do do potencial de fertilidade da célula, associado com a redugdo de
motilidade e viabilidade espermatica, integridade de membrana, quantidade de antioxidante e funcdes
espermaticas (Bucak et al., 2010a, b).

E durante o periodo de resfriamento (20°C e 5°C) que mudangas irreversiveis ocorrem & membrana
plasmatica dos espermatozoides, devido a ruptura e as perdas de seus arranjos celulares (Quinn et al., 1980;
Watson, 1995). Essa fase de transi¢do caracteriza-se pela passagem da membrana plasmatica do estadio liquido
para o estadio cristalino (gel), sendo o periodo principal de entrave no sucesso da congelagdo. Diminui¢do da
produgdo de energia (movimento circular ou perda prematura de motilidade) e aumento da permeabilidade da
membrana estdo associados a essas alteracdes (Watson, 1995).

A sensibilidade ao choque térmico varia de acordo com o grau de maturacdo dos espermatozoides, com
a espécie e com a qualidade e quantidade do plasma seminal, podendo ser determinada pelo conteudo de
colesterol na membrana e o grau de saturagdo dos acidos graxos (Watson, 1981).

O tipo de fosfolipidios e a quantidade de proteinas presentes na membrana plasmatica também
influenciam na sensibilidade ao choque térmico, sendo que espécies que possuem maior propor¢do de
fosfatidilcolina: fosfatidil etanolamina sdo mais resistentes, enquanto espécies que possuem maior conteido de
proteina sdo menos resistentes (Parks e Lynchy, 1992).

A curva de congelacdo ¢ de extrema importancia na manutencdo da integridade celular, pois se ela for
muito rapida, ndo ha tempo para que ocorra a desidratacdo dos espermatozoides, possibilitando a formagdo de
gelo intracelular, prejudicial a célula. Em casos de curva de congelacdo lenta, haverd a desidratagdo dos
espermatozoides impedindo a formagdo de gelo intracelular, porém a alta concentragdo de solutos também pode
causar danos a célula (Watson, 1995).

Com o objetivo de manter a integridade da membrana e aumentar a viabilidade espermatica,
experimentos utilizando antioxidantes (vitamina E, vitamina C, catalase, superoxido dismutase, entre outros),
como componente do diluente, tém sido empregados em varias espécies: bovino (Beconi et al., 1993; O Flaherty
et al., 1997, 1999; Bilodeau et al., 2000; Borges, 2003, 2008; Uysal et al., 2007; Bucak et al., 2010b; Tuncer et
al., 2010), bubalino (Andrabi et al., 2008; Ansari et al., 2010; Reddy et al., 2010), equino (Aguero et al., 1995;
Aurich et al., 1997; Ball et al., 2001), suino (Breininger et al., 2005; Szczesniak-Fabianczyk et al., 2006;
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Kaeoket et al., 2008; Malo et al., 2010; Vallorani et al., 2010), ovino (Upreti et al., 1997, 1998; Uysal ¢ Bucak,
2007; Bucak et al., 2008, 2009; Maia et al., 2009), caprino (Bucak ¢ Uysal, 2008; Anghel et al., 2010; Bucak et
al., 2010a), felino (Thuwanut et al., 2010) e canino (Michael et al., 2009; Neagu et al., 2010), sendo que eles
inibem ou diminuem a produ¢do de radicais livres, mas algumas vezes ndo interferem nos parametros de
viabilidade espermatica.

A trealose e a taurina sd3o aminodcidos sulfurados e possuem papel na protecdo de espermatozoide
contra ROS quando exposto em condi¢des aerobicas e em processo de congelagdo/descongelacio (Reddy et al,,
2010). A trealose possui agdo protetora relacionada tanto ao efeito osmotico quanto a interagdes especificas com
os fosfolipidios, o que torna o meio hipertonico, causa desidratagdo osmotica da célula antes da congelagdo,
diminui os danos celulares decorrentes da cristalizacdo e melhora a capacidade fertilizante dos espermatozoides
de ovino, bovino e rato (Bucak et al., 2007). A propriedade antioxidante da taurina ¢ observada pela elevacdo da
concentragdo de catalase em resposta ao aumento da concentracdo de SOD nos espermatozoides de ovino,
coelho e bovino (Reddy et al., 2010).

O inositol e a glutamina possuem efeito crioprotetor e antioxidante e no aumento do niimero de células
com membrana plasmatica integra.

Ti6éis como a glutationa ¢ a cisteina preveniram a perda de motilidade espermatica do sémen
congelado/descongelado bovino, ovino, caprino e suino, aumentando sua viabilidade (Uysal e Bucak, 2007).

O 4acido hialurénico, componente essencial da matriz extracelular, estd envolvido em importantes
fungdes fisiologicas como: motilidade e capacitagdo espermatica, manutencdo da viabilidade celular e
estabilizacdo da membrana plasmatica in vitro (Bucak et al., 2007). A albumina sérica bovina (BSA) também ¢
conhecida por eliminar metabodlitos do oxigénio gerados pelo estresse oxidativo, mantendo a integridade da
membrana plasmatica dos espermatozoides canino durante o processo de congelagdo/descongelagdo (Uysal e
Bucak, 2007).

Borges (2003) verificou que a suplementag@o de antioxidantes (vitaminas C e E) manteve a integridade
da membrana plasmatica no s€émen congelado/descongelado de bovino, avaliado por testes complementares,
embora ndo tenha alterado a motilidade espermatica. Esse mesmo autor, em 2008, verificou que touros com
maior numero de patologias espermadticas tiveram maior taxa de prenhez utilizando-se diluidor contendo
antioxidante (Trolox), durante o processo de criopreservagdo, sugerindo que houve efeito protetor do
antioxidante na manutencdo da viabilidade das células espermaticas.

Além das lesdes sofridas pela membrana plasmatica durante a congelagdo, também ocorrem danos
durante o processo de reaquecimento da célula apos a descongelagdo, uma vez que a membrana é submetida a
rearranjos estruturais envolvendo lipidios e proteinas, ¢ a passagem rapida de agua para o interior da célula pode
causar o rompimento das membranas (Watson, 1995; Holt, 2000). Assim, a fase de descongelacdo ¢é tdo
importante quanto a de congelagdo, na formagdo de metabolitos do oxigénio e na manutengdo da viabilidade
celular.

Consideracoes finais

O tipo de fosfolipidios e a quantidade de proteinas presentes na membrana plasmatica variam entre as
espécies, ragas e ainda entre individuos da mesma espécie, o que pode explicar o maior ou menor efeito protetor
de um diluente aos espermatozoides de um determinado individuo, sendo que espécies que possuem maior
proporgcao de fosfatidilcolina:fosfatidil etanolamina sdo mais resistentes.

A capacitagdo espermatica ¢ um requisito necessario para que ocorra a fertilizagdo e € parte de um
processo oxidativo, no entanto a producdo excessiva de metabolitos do oxigénio no s€émen (estresse oxidativo) ¢
um fator associado com a diminuigdo da fertilidade durante o processamento do sémen. Um dos principais
fatores que contribuem para baixa qualidade seminal ¢ o estresse oxidativo, originado durante o processo de
criopreservagao.
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