Qo

Presenca de antioxidantes no sémen de teledsteos e sua utilizacdo na suplementacio de

meios de congelacio seminal
Presence of antioxidants in teleost sperm and its use in supplementation of seminal freezing media

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.40, n.1, p.29-34, jan./mar. 2016. Disponivel em www.cbra.org.br

Jilia Trugilio Lopes'’, Carminda Sandra Brito Salmito-Vanderley'?, Priscila Silva de Almeida-Monteiro"

"Faculdade Veterinaria, Universidade Estadual do Ceara, Fortaleza, Cear4, Brasil.
2Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Estadual do Ceara, Cear4, Brasil.
3Correspondéncia: juliatrugilio@gmail.com

Resumo

A criopreservagdo seminal é uma ferramenta promissora para o desenvolvimento da aquicultura,
entretanto, seus efeitos incluem o aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), provocando
danos a célula espermatica e reduzindo sua viabilidade apos a descongelagdo seminal. Além disso, a diluigdo do
sémen reduz a concentragdo dos constituintes do plasma seminal, incluindo antioxidantes. Dessa forma, a
utilizagdo de terapias antioxidantes tem ganhado destaque nos protocolos de criopreservacdo seminal de peixes.
Assim, essa revisdo teve como objetivo abordar a utilizagdo de antioxidantes na suplementacdo de meios de
congelacdo e elencar os antioxidantes empregados com sucesso na criopreservagdo seminal de peixes teledsteos.
A utilizacdo dessas substancias tem promovido melhorias no movimento espermatico, reduzido danos ao DNA
espermatico e elevado taxas de fertilizagdo e eclosdo. Entretanto, sua agdo antioxidante sofre elevada variacdo
interespecifica, gerando a necessidade de se testar diferentes tipos de antioxidantes e concentragdes, buscando a
melhor op¢do para as espécies de interesse.
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Abstract

The seminal cryopreservation is a promising tool for the development of aquaculture, however, its
effects include increased production of reactive oxygen species (ROS), causing damage to sperm cells and
reducing their viability after thaw seminal. Furthermore, the semen dilution reduces the concentration of
seminal plasma constituents, including antioxidants. The use of antioxidant therapies has been notable in fish
seminal cryopreservation protocols. Therefore, this review aimed to address the use of antioxidants
supplementation in freezing media and list the antioxidants employed successfully in seminal cryopreservation of
teleost fish. The use of these substances has improved sperm movement, reduced damage to sperm DNA and
increased fertilization and hatching rates. However, the action of these substances suffer high interspecific
variation, generating the need to test different types of antioxidants and concentrations, seeking the best option
for the species of interest.
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Introducao

Responsavel por 40% da produgdo mundial de pescado, a aquicultura tem se esforcado para ser um
setor mais produtivo e sustentavel. Considerada fundamental no atendimento a crescente demanda por produtos
da pesca, a aquicultura tem sido impulsionada pelo aumento da populagdo mundial e pela busca por uma
alimentagdo mais saudavel (FAO, 2014). Entretanto, para alcangar tais expectativas, faz-se necessario o
desenvolvimento e a aplicagdo de tecnologias que tornem a produ¢@o de pescado na aquicultura cada vez mais
eficiente.

Nesse contexto, a criopreservacdo seminal aparece como uma biotecnologia reprodutiva que, aliada a
aquicultura, tem a capacidade de solucionar problemas relacionados a reducéo dos estoques naturais de espécies
aquicolas, auxiliando no aumento da oferta de alimentos e na manutengdo do material genético em programas de
preservagdo de espécies (Murgas et al., 2014). Apesar das vantagens, o processo de criopreservagdo pode causar
danos as células espermaticas como choque térmico, formagdo intracelular de cristais de gelo, alteragdes nas
membranas e estresse oxidativo (Watson, 1995), comprometendo sua integridade estrutural e funcional.

Condi¢des como exposi¢do ao oxigénio atmosférico e a choques térmicos, as quais o sémen fica
submetido durante o processo de criopreservacdo, aumentam a susceptibilidade a peroxidacdo lipidica,
resultando em produgdo elevada de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Shaliutina-Kolesova et al., 2015). O
estresse oxidativo resultante pode levar a redug@o da motilidade e da viabilidade espermaticas e a diminui¢ao da
capacidade fertilizante do sémen (Ball, 2008). Danos no DNA também tém sido associados aos danos
provocados pelo estresse oxidativo no sémen de peixe (Pérez-Cerezales et al., 2009). Além disso, a dilui¢do do
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sémen pela adicdo de solugdes criodiluidoras, indispensaveis para sua congelacdo, altera sua composi¢ao, pois
dilui seus componentes, dentre os quais os antioxidantes (Butts et al., 2010).

Assim, como forma de minimizar o problema, a suplementacdo das solugdes criodiluidoras com
antioxidantes visa aumentar o poder antioxidante e o reestabelecimento dos niveis apropriados desses
componentes no plasma seminal, buscando tornar esse meio adequado & sobrevivéncia espermatica durante o
processo de criopreservagdo, capaz de fornecer melhores resultados de qualidade espermatica pos-
descongelagio.

Dessa forma, objetivou-se com essa revisdo abordar a presenca de antioxidantes no s€émen de peixes
teledsteos, bem como as principais substincias antioxidantes ja empregadas com sucesso na suplementagido de
meios de congelacdo seminal desse grupo animal.

Antioxidantes e sua presen¢a no sémen

As EROs sdo produzidas constantemente pelo metabolismo aerdbio celular e seu excesso pode levar ao
estresse oxidativo, promovendo varias alteragdes patologicas, incluindo lesdes na membrana plasmatica ¢ no
DNA (Stowinska et al., 2013). Para proteger o organismo do estresse oxidativo, existem sistemas antioxidantes,
compostos por substancias produzidas pelo proprio organismo ou adquiridas por meio da dieta (Barreiros et al.,
2006).

As células espermaticas sdo facilmente submetidas ao estresse oxidativo em virtude da caréncia de
citoplasma, fonte natural de enzimas antioxidantes (Saleh e Agarwal, 2002). Isso acontece pois, nos estagios
finais da espermatogénese, os espermatozoides perdem a maior parte de seu citoplasma, sendo privados de uma
fracdo dos antioxidantes enddgenos (Carvalho et al,, 2002). Além disso, a membrana plasmatica dos
espermatozoides ¢ composta por lipidios na forma de acidos graxos poliinsaturados, que sdo vulneraveis aos
ataques de EROs (Wathes et al., 2007).

Contudo, no sémen estdo presentes compostos que constituem os sistemas de defesa antioxidantes
(Sanocka e Kurpisz, 2004; Silva et al., 2011), presentes no interior da célula espermatica e no plasma seminal,
sendo o plasma seminal o principal responsavel pela protegdo do s€émen contra o estresse oxidativo (Metwally e
Fouad, 2009; Shaliutina-Kolesova et al., 2013).

Os antioxidantes sdo compostos que atuam regulando, removendo e suprimindo a formagao de EROs ou
que antagonizam as agdes destas (Sikka, 1996; Sikka, 2004; Maneesh e Jayalekshmi, 2006), evitando o inicio ou
a propagacao das reacdes em cadeia de oxidag¢ao (Degéspari ¢ Waszczynskyj, 2004). O mecanismo de defesa
antioxidante ¢ dividido em trés etapas: Preven¢ao, na qual ocorre a inibi¢do da produgdo de EROs; intercepgdo,
que interrompe a rea¢do em cadeia da oxidacdo, impedindo a atuagdo das EROs; e reparagdo, na qual os danos
causados por EROs sdo corrigidos (Saleh e Agarwal, 2002). Além disto, o sistema de defesa antioxidante ¢é
dividido em sistema enzimatico e ndo-enzimatico ¢ ambos protegem o organismo contra as EROs e espécies
reativas de nitrogénio (ERNs) (Barreiros et al., 2006).

Os antioxidantes enzimaticos sdo macromoléculas, oriundas ou ndo do proprio organismo (Barreiros et
al., 2006). Entre os antioxidantes enzimaticos presentes no sémen, pode-se citar a superdxido dismutase, a
catalase e o sistema glutationa peroxidase/glutationa redutase (Carvalho et al., 2002; Zini et al., 2002; Alvarez e
Moraes, 2006). Os antioxidantes ndo enzimdaticos sdo micromoléculas, que, em geral, sdo de origem dietética
(Barbosa et al., 2010). Como exemplos desta categoria de antioxidantes, tem-se o-tocoferol, acido ascoérbico,
urato, piruvato, glutationa, taurina e hipotaurina. Tanto os antioxidantes enzimaticos quanto os ndo-enzimaticos
reduzem as concentragdes dos agentes oxidantes no sémen a niveis fisioldgicos e mantém a fertilidade natural e
assistida dos individuos (Agarwal e Saleh, 2002; Saleh e Agarwal, 2002). Ademais, a a¢do dos dois sistemas,
enzimatico ¢ ndo-enzimatico, pode ocorrer de forma conjunto, uma vez que a atividade enzimatica muitas vezes
depende da participagdo de antioxidantes de origem dietética como cofatores (Barbosa et al., 2010). A vitamina
E, por exemplo, pode atuar na restauracdo dos niveis de glutationa e, assim, inibir a peroxidag¢ao lipidica (Sikka,
2004).

Antioxidantes naturalmente presentes no sémen de peixes

O plasma seminal e os espermatozdides de peixes teledsteos apresentam, naturalmente, diferentes tipos
de antioxidantes (Liu et al., 1995; Ciereszko et al., 2000; Lahnsteiner et al., 2010) que sdo importantes na
manutencdo da viabilidade do sémen em condig¢des in vivo e que, possivelmente, t€m relevancia na pratica de
suplementagdo de meios de armazenamento de sémen e solu¢des diluidoras para melhorar a qualidade
espermatica na criopreservagao.

Entre os antioxidantes presentes no s€émen de peixes, o acido ascorbico (Ciereszko e Dabrowski, 1995;
Metwally e Fouad, 2009) e o &cido trico (Ciereszko et al., 1999) sdo considerados antioxidantes importantes no
sémen de teledsteos, ja detectados em espécies como a Oncorhynchus mykiss (truta arco-iris) e a
Ctenopharyngodon idellus (carpa capim). Além destes, ja foram detectados o tocoferol, no sémen de Salmo
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trutta f. fario (truta marrom) (Lahnsteiner ¢ Mansour, 2010), a metionina e a metionina redutase em O. mykiss e
Cyprinus carpio (carpa comum) (Lahnsteiner, 2009), a glutationa reduzida em Acipenser baerii (esturjdo-
siberiano) Acipenser ruthenus (esturjao) e em Perca fluviatilis (perca europeia) e Sander lucioperca (lucioperca)
(Stejskal et al., 2008), e a catalase, a peroxidase e a superoxido dismutase em Salvelinus alpinus (truta do artico)
e S. trutta f. fario (Mansour et al., 2006; Lahnsteiner et al., 2010).

A presenca, concentragdo e modo de atuagdo dessas substancias no sémen ocorrem de maneira espécie-
especifica, podendo variar ainda de acordo com a frequéncia de coleta seminal ¢ com o tipo de dieta a qual o
animal estd submetido. Apesar disso, poucas espécies de peixes ja tiveram seus compostos antioxidandes,
naturalmente presentes no sémen, descritos na literatura, entre elas estdo Dicentrarchus labrax (robalo europeu),
Sparus aurata (dourada), O. mykiss, C. carpio e Salvelinus fontinalis (truta de riacho) (Cabrita et al., 2011,
Ciereszko e Dabrowski, 1995; Lahnsteiner ¢ Mansour, 2010; Lahnsteiner et al., 2011).
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Agentes antioxidantes ja utilizados na criopreservacio seminal de peixes

Em peixes, a utilizagdo de antioxidantes na suplementa¢do dos meios de congelagdo seminal tem
apresentado resultados promissores na qualidade do sémen pds-descongelado das seguintes espécies: S.
fontinalis, S. aurata, D. labrax, Prochilodus lineatus, O. mykiss ¢ C. carpio. Ja foram utilizados, com resultados
positivos: catalase, superoxido dismutase, glutationa reduzida, sistema glutationa reduzida/oxidada, metionina,
acido urico, taurina, hipotaurina, acido ascorbica, -tocoferol, carnitina e cisteina (Lahnsteiner et al., 2011;
Cabrita et al., 2011; Martinez-Paramo et al., 2013; Navarro et al., 2014; Kutluyer et al., 2014; Og retmen et al.,
2015).

A catalase, uma enzima antioxidante encontrada na regido do peroxissoma e mitocondria das células,
atua de forma complementar a superoxido dismutase, convertendo o peréxido de hidrogénio em oxigénio e agua
(Sikka, 1996; Maneesh e Jayalekshmi, 2006), reduzindo o risco de formagdo de radical hidroxila Quando
incorporada, na concentracdo de 100 U/L, ao meio de congelag@o seminal de S. fontinalis, promoveu o aumento
da taxa de fertilizagdo, quando comparada com a catalase na concentragdo de 250 U/L, com a superoxido
dismutase (250 U/L e 500 U/L), com a peroxidase (500 U/L), com a glutationa oxidada e com a glutationa
reduzida (1,5 mmol/L e 3mmol/L) (Lahnsteiner et al., 2011).

A superoxido dismutase é capazde catalisar a dismutagdo do O,"" (superoxido) em H,0, (peréxido de
hidrogénio) e O, (oxigénio), os quais sofrem agdo da glutationa peroxidase ¢ da catalase (Silva e Guerra, 2012).
Sua adi¢do ao meio de congelacdo, na concentragdo de 250 U/L, levou ao aumento da taxa e da duragdo da
motilidade espermatica do s€émen descongelado de O. mykiss (Kutluyer et al., 2014).

A glutationa reduzida participa dos mecanismos antioxidantes como parte do substrato da enzima
glutationa peroxidase, transformando o perdxido de hidrogénio em duas moléculas de 4gua. A glutationa
oxidada, por sua vez, pode ser transformada em glutationa reduzida por acdo da glutationa redutase (Sikka,
2004). Em peixes, o emprego da glutationa reduzida, na concentracdo de 1,5 mmol/L, foi responsavel pelo
aumento da taxa e da duragdo da motilidade do sémen de O. mykiss (Kutluyer et al., 2014) e elevou a taxa de
fertilizacdo quanto testada, na mesma concentragdo, para a criopreservagdo do sémen de S. fontinalis
(Lahnsteiner et al., 2011). Ja a adi¢do conjunta de glutationa reduzida e oxidada, também em concentragdo de 1,5
mmol/L, na composi¢do do meio de congelagdo seminal de S. fontinalis, proporcionou o aumento da velocidade
espermatica no sémen criopreservado (Lahnsteiner et al., 2011).

A metionina, em sua forma reduzida, protege os espermatozoides por se ligar as EROs (Lahnsteiner e
Mansour, 2010), prevenindo o estresse oxidativo. Esse aminoacido ja foi testado com sucesso como suplemento
em meios de congelagdo para S. fontinalis e O. mykiss, na concentragdo de 1,5 mmol/L promovendo o aumento
da velocidade espermatica, taxa de fertilizagdo e da taxa e a duragdo da motilidade espermatica (Lahnsteiner et
al., 2011; Kutluyer et al., 2014).

O 4cido trrico, um forte agente redutor e, portanto, um potente agente antioxidante, também apresentou
bons resultados na criopreservagdo seminal de O. mykiss, aumentando a taxa e duragdo da motilidade
espermatica, apds a descongelacdo, quando utilizada uma concentra¢do de 0,25 mmol/L (Kutluyer et al., 2014).

A taurina, um aminoacido sulfurado essencial com capacidade antioxidante comprovada (Aruoama et
al., 1988), atua como um estabilizador de membrana através de interagdes diretas com fosfolipidios, de modo
que essa interagdo pode ser responsavel pela protecdo contra a peroxidacdo lipidica. Além disso, a taurina
também apresenta fungdo na regulagio transportadores de Ca®’, podendo mostrar efeitos diferenciais na
motilidade espermatica, j4 que uma determinada concentragio intracelular de Ca>* é necessaria para desencadear
a ativagdo dos espermatozoides de peixes (Martinez-Paramo et al., 2013). Na concentracdo de 1 mmol/L,
proporcionou elevacdo da motilidade espermatica e da estabilidade do DNA espermatico de dourada (Sparus
aurata) (Cabrita et al., 2011) e promoveu melhora dos parametros de motilidade espermatica de robalo europeu
(Dicentrarchus labrax), aumentando a velocidade e linearidade espermaticas, e a redug¢do da fragmentagdo de
DNA (Martinez-Paramo et al., 2013).

A hipotaurina, por sua vez, demonstrou ser um excelente captador de oxidantes, tais como o radical
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hidroxila, o peréxido de hidrogénio e radicais superéxido e sua oxidagao resulta na formagao de taurina. Por ser
um precursor desta, a hipotaurina pode estar, indiretamente, relacionada a regulagdo osmética e a protegcdo da
membrana espermatica (Martinez-Paramo et al., 2013). Testada nas concentragdes de 1 e 10 mmol/L, levou a
uma reducgdo da fragmentagdo do DNA espermatico de S. aurata (Cabrita et al., 2011). Na concentracdo de 1
mmol/L, ocasionou aumento da motilidade total e redugdo na fragmentagdo de DNA no sémen criopreservado de
D. labrax (Martinez-Paramo et al., 2013).

O acido ascorbico, também conhecido como vitamina C, neutraliza as EROs e ERNs por meio de
rea¢des de redugdo, com conjunta inibi¢do da peroxidacdo lipidica (Barreiros et al., 2006). Em diferentes
concentragdes (0,001 mg/L e 0,5 a 10 mmol/L), a presenga de acido ascérbico no meio de congelacdo promoveu
a reducdo da fragmentacdo de DNA espermatico de S. aurata, o aumento da taxa e da duracdo da motilidade
espermatica do sémen de curimba (Prochilodus lineatus) e melhoria do movimento espermatico de O. mykiss,
aumentando a linearidade e retilinearidade das células espermaticas (Cabrita et al., 2011; Kutluyer et al., 2014;
Navarro et al., 2014).

O o-tocoferol, conhecido como vitamina E, é um antioxidante lipossoluvel que pode proteger os
espermatozoides contra danos oxidativos ao DNA ¢ a membrana (Sikka, 1996) devido a sua capacidade em
prevenir a peroxidagdo lipidica (Silva e Guerra, 2012). Sua aplicagdo na suplementagdo de meios de congelagdo
seminal elevou, em diferentes concentra¢des (0,001 mg/L ¢ 0,1 a 2 mmol/L), as taxas de motilidade espermatica
de P. lineatus e O. mykiss; e também a duragdo da motilidade de P. lineatus, além de reduzir a fragmentacdo do
DNA espermatico em S. aurata (Cabrita et al., 2011; Kutluyer et al., 2014; Navarro et al., 2014).

A carnitina atua reduzindo a quantidade de lipideos disponiveis para a peroxidagdo, transportando
acidos graxos para o interior da mitocondria, onde serdo utilizados para a formagdo do ATP (Lisboa, 2014). Sua
utilizagdo como suplemento do meio de congelagdo seminal promoveu, na concentragdo de 0,05 mmol/L, a
elevagdo da taxa de motilidade, da linearidade e da retilinearidade espermaticas do s€émen criopreservado de O.
mykiss (Kutluyer et al., 2014).

A cisteina, um aminoacido sulfurado ndo essencial, tem propriedades antioxidantes por ser um
precursor importante na produgao de glutationa, que protege as células contra os radicais livres (Piste, 2013). Na
criopreservagdo do s€émen de Cyprinus carpio (carpa comum) a utilizacao de cisteina levou ao aumento da taxa e
duracdo da motilidade espermatica e da taxa de eclosdo de larvas, assim como a redu¢do de danos ao DNA
espermatico. Os efeitos positivos foram observados a partir da utilizagdo das concentracdes de 2,5 a 20 mmol/L,
de forma que a maior concentraco gerou os melhores resultados (Og retmen et al, 2015).

Além dos antioxidantes ja citados, alguns autores relataram bons resultados a partir da utilizagdo de
antioxidantes comerciais, entre eles trolox, MDPA (methylenediphosphonic acid) ¢ BHT (2,6-di-tert-butyl-4-
methylphenol), que promoveram o aumento da taxa de fertilizagdo e a redugdo de danos ao DNA espermatico,
quando testados para o Huso huso (esturjdo branco) e S. aurata, respectivamente (Cabrita et al., 2011; Osipova et
al., 2014; Osipova et al., 2016).

Outra abordagem ja testada é a utilizagdo de antioxidantes de alvo mitocondrial. Essa abordagem
consiste na conjugacdo de antioxidantes a moléculas capazes permear a membrana interna da mitocondria,
permitindo que o antioxidante alcance seu interior, local de intensa producdo de EROs. Nesse contexto,
observou-se que a utilizagdo do complexo MitoQ, carreador de ubiquinol, diminuiu a producdo de EROs e a
peroxidagdo lipidica e aumentou a viabilidade do sémen descongelado de Pelteobagrus fulvidraco (bagre
amarelo) (Fang et al., 2014).

Consideracdes finais

A adigdo de agentes antioxidantes ao meio de congelagdo seminal tem proporcionado melhorias no
movimento espermatico, aumentando sua velocidade, linearidade, taxa e duragdo da motilidade; elevado taxas de
fertilizacdo e eclosdo; e reduzido os danos ao DNA espermatico.

Entretanto, o conhecimento acerca da presenga e¢ das concentragdes de antioxidantes naturalmente
encontrados no sémen de teledsteos ainda € escasso, uma vez que existe uma elevada variagdo interespecifica
desses fatores. Dessa forma, torna-se dificil a escolha dos antioxidantes a serem empregados na suplementacao
dos meios de congelacdo. Além disso, ¢ importante ressaltar que a adigdo de antioxidantes ao meio de
congelacdo exerce efeitos espécie-especificos, o que reafirma a necessidade de se determinar quais os
antioxidantes estdo naturalmente presentes no sémen, em cada espécie de interesse, assim como o seu modo de
acdo; e de se testar diferentes tipos de antioxidantes, bem como diferentes concentracdes destes, buscando a
melhor op¢éo para a suplementacdo do meio.
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