Ciéncia Animal, v.29, n.2, p.93-109, 2019.

ESTRESSE OXIDATIVO E ANTIOXIDANTES
NO DE SEMEN DE PEIXES

(Oxidative stress and antioxidants in the fish semen)

Bruna Bitencourt DA COSTA"; Danilo Pedro STREIT Jr

Programa de Pés-graduag@o em Zootecnia, Dpto de Zootecnia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 7712, Bairro Agronomia, Porto
Alegre, RS. CEP: 91.540-000. *E-mail: bruna.bitencourt@ufrgs.br

RESUMO

Danos causados pelo processo de criopreservacdo, como o estresse oxidativo, levam a
producdo excessiva de EROS, podendo comprometer a fertilidade. Neste sentido, diversos
antioxidantes vém sendo adicionados aos diluentes de congelagdo de s€men com o objetivo
de minimizar os efeitos deletérios causados pelos radicais livres. Assim, esta revisdo tem
como objetivo debater os principais aspectos relacionados aos danos causados ao s€émen
durante o processo de criopreservacdo, ¢ o efeito do uso de antioxidantes sobre a
viabilidade espermatica de peixes.

Palavras-chave: Criopreservagdo, EROs, estresse oxidativo, antioxidantes.

ABSTRACT

Damage caused by the cryopreservation process, such as oxidative stress, leads to the
overproduction of EROS, which can compromise fertility. In this sense, several
antioxidants have been added to semen freezing diluents in order to minimize deleterious
effects caused by free radicals. Thus, this review aims to discuss the main aspects related
to the damage caused to semen during the cryopreservation process and the effect of the
use of antioxidants on the sperm viability of fish.
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INTRODUCAO

As técnicas de armazenamento de sémen, dentre as biotécnicas reprodutivas, t€m
sido amplamente utilizadas, pois além de preservar recursos genéticos das espécies,
possibilitam a pratica de reproduc¢ao seletiva e hibridizagdo (MAZUR et al., 2008; YILDIZ
et al., 2013). Embora se tenha bons resultados na criopreservacdo de sémen de peixes, a
obtencdo de resultados satisfatorios e homogéneos na pods-descongelagdo ndo ¢ uma
realidade, pois ha uma falta de padronizacdo das técnicas, devido as diferentes condi¢des
entre as espécies, levando a necessidade de aperfeicoamento dos protocolos utilizados
(THOMASSEN e FARSTAD, 2009). Além disso, o método ainda causa grandes perdas na
viabilidade espermatica pos-descongelagdo, fazendo-se necessarios estudos mais
aprofundados dos procedimentos utilizados.

A criopreservagdo de sémen de peixe ¢ uma ferramenta valiosa a aquicultura, a
qual possibilita algumas vantagens, tais como o transporte de material genético
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(OGRETMEN et al., 2015), a sincronizagdo da disponibilidade de gametas (MARTINEZ-
PARAMO et al, 2012; ARAMLI et al., 2016), a protegdo de espécies ameagadas de
extingio (OGRETMEN et al., 2015; ARAMLI ef al., 2016) e a economia de sémen
(ARAMLI et al., 2016). No entanto, ainda ¢ uma tecnologia pouco utilizada quando
comparada a outras espécies de animais domésticos.

As técnicas de criopreservagdo envolvem a adicao de crioprotetores, congelacao e
descongelagdo de amostras de sémen, sendo que todos estes processos podem resultar em
algum dano as células espermaticas, diminuindo o sucesso da fertilizacdo (KOPEIKA et
al., 2003; ARAMLI et al., 2016). Portanto, antes de se criopreservar os espermatozoides, €
necessaria uma avaliagdo completa das solugdes crioprotetoras a serem utilizadas para cada
espécie de peixe (YAVAS e BOZKURT, 2011).

A criopreservag¢do em nitrogénio liquido permite o armazenamento de sémen por
um longo periodo. Porém, o sucesso depende da reducdao das crioinjurias causadas as
células espermaticas durante o processo de criopreservacao. Os danos causados aos
espermatozoides durante este processo promovem a redugdo da motilidade e da integridade
dos mesmos, além da reducdo nos indices de fertilidade pela perda da capacidade
fertilizante do espermatozoide, devido a producdo excessiva das espécies reativas de
oxigénio (EROS) (TIRELLI et al., 2005).

O estresse oxidativo ocorre devido ao desequilibrio entre as espécies reativas de
oxigénio (EROS) e o sistema antioxidante dos espermatozoides, levando a distirbios
metabolicos e funcionais, promovendo a peroxidagdo dos fosfolipidios da membrana e
oxidagdo das proteinas, além de dano ao DNA que compromete a motilidade, viabilidade,
integridade acrossomal e o potencial de fertilizagaio (WATSON, 2000; BALL, 2008). As
EROS causam danos a membrana celular, devido a alta susceptibilidade do espermatozoide
a peroxidagdo lipidica em razdo da alta concentragdo de acidos graxos poli-insaturados
(AITKEN e BAKER, 2004; AURICH, 2005; MARTINEZ-PARAMO et al., 2012).

O sémen possui diferentes antioxidantes em sua composi¢do, que mantém a
viabilidade das células in vivo (LAHNSTEINER et al., 2010; LAHNSTEINER e
MANSOUR 2010). No entanto, durante a criopreservacao ¢ necessaria a diluicao do s€émen
na solugdo crioprotetora, o que reduz a concentragao desses antioxidantes, diminuindo sua
protecdo antioxidante (CABRITA et al., 2011; MARTINEZ-PARAMO et al., 2012). Com
isso, antioxidantes tém sido adicionados aos diluentes de congelagdo com o intuito de
minimizar os efeitos danosos as membranas dos espermatozoides e visando melhorar a
viabilidade espermatica pds-descongelagdo (LAHNSTEINER, 2009; LAHNSTEINER e
MANSOU, 2010; LAHNSTINER et al., 2011; KLEDMANEE et al., 2013; MARTINEZ-
PARAMO et al., 2012; MARTINEZ-PARAMO et al., 2013; KUTLUYER et al., 2014;
OGETMEN et al., 2015; ARAMLI et al., 2016; L1 et al., 2017).

Nesta revisao, serao abordados aspectos ligados aos danos espermaticos causados
pelo estresse oxidativo no sémen, e as contribui¢cdes da adi¢ao de antioxidantes as solucdes
crioprotetoras na congelagao do sémen.

94

*Enderego para correspondéncia:
bruna.bitencourt@ufrgs.br




Ciéncia Animal, v.29, n.2, p.93-109, 2019.

DESENVOLVIMENTO
Criopreservaciao

A conservagdo pelo frio (criopreservacdo) pode ser conseguida através da
utilizacao de dois métodos (lenta e rapida): a congelagdo e a vitrificacdo. A congelagao ¢
descrita como método largamente utilizado para a criopreservagao de células germinativas
(PEGG, 2002; JAIN e PAULSON, 2006). Este método utiliza baixas concentracdes de
agentes crioprotetores (ACP) e resfriamento de forma gradual (AMBROSINI et al., 2006).
J& a vitrificagdo, consiste em resfriamento ultrarrdpido (em torno de 20.000°C/min), com a
utilizagdo de altas concentracdes de agentes crioprotetores (JAIN e PAULSON, 2006).

Durante o processo de criopreservagdo em nitrogénio liquido, podem ocorrer
danos de diversas naturezas, que implicam no comprometimento da viabilidade das células
reprodutivas. Os principais danos podem ser ocasionados por formagdo de gelo
intracelular, efeito solugdo, choque osmoético, toxicidade dos agentes crioprotetores e
estresse oxidativo (JAIN e PAULSON, 2006). Os danos causados pelo estresse oxidativo
ocorrem, principalmente, através da peroxidagdo lipidica que ocorre na membrana celular.
A criopreservacao também pode afetar a estrutura e o metabolismo celular (TIRELLI et
al., 2005) devido a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS),
comprometendo a sobrevivéncia celular apds a descongelagao.

O processo de criopreservagdo tem como principio a utilizagdo de temperaturas
ultrabaixas, visando a preservagdo de forma eficiente da estrutura e funcdo de células e
tecidos vivos (BAUST, 2008). Para isso, ¢ necessaria a exposi¢ao destas células e/ou
tecidos a substancias crioprotetoras antes da reducdo da temperatura. Estas substancias ou
agentes crioprotetores substituem a agua presente no meio intracelular através de um
gradiente osmotico, conferindo desidratagdo e reducdo do metabolismo, e
consequentemente, maior prote¢do a célula e/ou tecido (PEGG, 2007).

Os crioprotetores intracelulares sdo substincias de baixo peso molecular,
permedveis que atuam no citoplasma e organelas, reduzindo a temperatura de congelacao
do seu interior. Estas substancias criam ligagdes com a dgua, reduzindo a formagao de gelo
no interior da célula, e protegem a célula do efeito solugdo, reduzindo a concentracao de
eletrolitos no interior da célula (JAIN e PAULSON, 2006). As substancias crioprotetoras
intracelulares mais utilizadas sdo o dimetilsulfoxido (Me>SO), o etilenoglicol, metanol e
glicerol (VIVEIROS e GODINHO, 2009).

Ja os crioprotetores extracelulares sdo agucares ou polimeros de alto peso
molecular, ndo permedveis e hidrofilicos, que recobrem a superficie celular e estabilizam a
membrana para evitar os danos causados pela congelacdo e diminuem a formacao de
cristais de gelo. Estes crioprotetores agem extraindo a dgua livre da célula, desidratando o
espaco intracelular, pois induzem ao aumento da osmolaridade no meio extracelular (JAIN
e PAULSON, 2006). Os mais utilizados sdo a gema de ovo fresco, leite em pd, frutose,
sacarose e glicose (CAROLSFELD et al., 2003).

Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo
Os radicais livres sdo substancias que apresentam niimero impar de elétrons, com
um elétron desemparelhado na Gltima camada eletronica, sendo assim altamente instaveis e
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reativos. Sao intermedidrios quimicos do metabolismo do oxigénio, sendo que os
principais sdo: o radical superoxido (O:), o radical hidroxil (OH®) e o ndo radical
perdxido de hidrogénio (H202) (MAIA e BICUDO, 2009). Podem ser formados pela acao
direta de alguma fonte de energia externa (luz, calor e radiacdo), ou interna, pelo proprio
metabolismo (subprodutos da respiragao celular), por reagdes catalisadas por metais (ferro
e cobre) ou por enzimas. Essa energia ao atingir o atomo produz a perda de um elétron
tornando essa molécula instavel. O acimulo de EROS na célula promove o estresse
oxidativo (SIKKA, 1996; NORDBERG e ARNER, 2001).

O anion superdxido (0O2°) ¢ um radical livre pouco reativo e sem habilidade de
penetrar nas membranas lipidicas, agindo apenas onde é produzido. E formado a partir do
oxigénio molecular, pela adi¢do de um elétron, sendo gerado de forma espontinea,
especialmente na membrana mitocondrial, através da cadeia respiratoria e também por
flavoenzimas, lipoxigenases e cicloxigenases.

O peroxido de hidrogénio (H202) ndo ¢ um radical livre, mas um metabolito do
oxigénio extremamente deletério porque participa como intermedidrio na reagdo que
produz o radical OH°. O H,0» é gerado a partir da dismutagio enzimatica do anion O pela
acao da superoxido dismutase (SOD). Apos, o peroxido de hidrogénio pode ser convertido
ao radical OH°, através de uma reagdo catalisada por metais (principalmente Fe™" ou Cu"),
denominada rea¢do de Fenton. O radical hidroxil (OH®) ¢ o radical mais reativo em
sistemas biologicos, reagindo rapidamente com biomoléculas (SIKKA, 1996;
NORDBERG e ARNER, 2001).

O estresse oxidativo pode ser causado por diversos fatores relacionados com a
redu¢do da disponibilidade de antioxidantes, entre eles, a nutricdo inadequada, a
permanéncia dos animais em condi¢des de estresse, a coleta de sémen, e a geragdo de
quantidades excessivas de EROS pelos proprios espermatozoides (PENA et al., 2009). O
estimulo a formagdo de EROS induzido pela congelagdo pode estar relacionado com
alteragcdes na respiracdo celular e/ou estado de repouso das células, assim como por células
espermaticas defeituosas que morreram durante o processo de criopreservagdo (SIKKA,
1996; BAILEY et al., 2000). Esta condi¢cdo pode estar associada ao aumento da ocorréncia
de danos celulares, com consequente reducdo da fertilidade dos machos (WANG et al.,
2003).

Os radicais livres podem reagir com varias biomoléculas, subtraindo elétrons para
sua estabilizagdo. Os substratos mais frequentes para os radicais livres sdo os acidos
graxos, proteinas entre outros. Os lipidios da membrana espermética sdo ricos em acidos
graxos poli-insaturados, os quais, em concentracdo elevada, determinam fluidez da
membrana, possibilitando que o espermatozoide participe dos eventos de fusdo de
membranas durante a fertilizagdo, o que torna a membrana plasmatica dos espermatozoides
o principal alvo das EROS (AURICH, 2005; BAUMBER et al, 2002). Assim,
espermatozoides com peroxidacdo lipidica apresentam reducao da fluidez da membrana e
da sua capacidade de fertilizacdo (AITKEN e BAKER, 2004). Bilodeau et al. (2000)
sugeriram que o balanco entre a produ¢ao de EROS e a desintoxicagao dos mesmos, pode
ser um importante fator de sobrevivéncia e funcionalidade dos espermatozoides antes,
durante e apds sua criopreservagdo, exercendo influéncia direta sobre a fertilidade. Estes
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autores observaram que as principais enzimas antioxidantes envolvidas na desintoxicagdo
das EROS no sémen bovino sdo glutationa peroxidase e a superdxido dismutase.

O impacto do estresse oxidativo durante o processo de criopreservagdo seria
minimizado através da suplementacdo dos meios diluidores com agentes antioxidantes,
garantindo maior qualidade ao sémen (MICHAEL et al, 2009). Nesse sentido, diversos
antioxidantes como Vitamina C e E, aminoacidos como cisteina, hipotaurina, e enzimas
como superoxido dismutase e glutationa peroxidase t€ém sido utilizados como estratégia
para melhorar a viabilidade dos diluentes de congelacao (DE GRAAF et al., 2007).

Danos espermaticos causados pelo estresse oxidativo

Sabe-se que a producdo de EROS pelas células espermaticas ¢ um fator
importante para os seus processos fisiologicos (BAKER e AITKEN, 2004), pois, em
concentragoes reduzidas, elas participam de diversas vias de sinalizagdo celular e intervém
em fungdes como capacitacao, hiperativagao, reacao acrossomal e fusdo do espermatozoide
com o odcito (AITKEN e BAKER, 2004; AITKEN e BENNETTS, 2006). Embora a
geracdao controlada de EROS tenha fungdes fisiologicas, altas concentracdes destas sao
prejudiciais as funcdes celulares, podendo danificar todos os tipos de biomoléculas,
incluindo DNA, proteinas e lipidios (SIKKA, 1996, 2004; LAHNSTEINER et al., 2011;
HAGEDORN et al., 2012; ARAMLI et al., 2016).

Durante a criopreservacao de células espermaticas pode ocorrer estresse oxidativo
promovido pelas EROS, que ¢ caracterizado por um disturbio entre os sistemas pro-
oxidantes e antioxidantes da célula, prejudicando o sistema de defesa antioxidante da
mesma, o que acarreta mudangas fisicas e quimicas na membrana plasmatica e acrossomal
(BAUMBER et al., 2000, AGARWAL et al., 2005). Em situagdes que existe uma maior
ocorréncia de eventos oxidativos, o sistema tende para o lado pro-oxidante, o que pode
afetar os niveis de antioxidantes intracelulares e, dependendo da severidade deste processo,
pode ser letal a célula (WATSON, 2000; AITKEN e BAKER, 2004; BALL, 2008).
Acredita-se que essa letalidade seja devido aos danos oxidativos, que as EROS podem
reduzir motilidade, viabilidade, integridade acrossomal e no potencial de fertilizagdao
(ROCA et al., 2004; BALL, 2008).

As lesoes oxidativas ao DNA mitocondrial e a estrutura da membrana
representam os fatores de maior importancia para explicar a reducao da fertilidade e
motilidade do sémen criopreservado, pois as mitocondrias sdo as responsaveis pela
produgio de ATP necessario para a motilidade espermatica (PENA et al., 2009). Estudos
mostram que a gera¢do de altas concentragdes de EROS no sémen estd associada ao
declinio no metabolismo energético do espermatozoide, na motilidade e na viabilidade
espermatica e a fragmentagdo do DNA em equinos, bovinos, ovinos, caprinos, humanos e
peixes (ARMSTRONG et al., 1999; DURU et al., 2000; KRZYZOSIAK et al.,, 2001;
BAUMBER et al., 2002; BILODEAU et al., 2002; HAGEDORN et al., 2012).

Outros estudos verificaram, em mamiferos, um maior percentual de células
espermaticas com acrossoma reagido (PERIS ez al., 2004; JOSHI et al., 2005), reducao
significativa na motilidade e no percentual de espermatozoides rapidos (BAUMBER et al.,
2000; BILODEAU et al., 2001; KRZYZOSIAK et al., 2001; JOSHI ef al., 2005), além de
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interferéncia com o movimento flagelar (AITIKENS e BENNETTS, 2006) associados ao
estresse oxidativo, culminando com a sobrevivéncia apos criopreservagiao de,
aproximadamente, 50-60% da populacao de células espermaticas (WATSON, 2000).

Antioxidantes

Os antioxidantes sdao substancias que retardam a velocidade da oxidacao, inibindo
a produgdo ou os efeitos deletérios dos radicais livres, protegendo as células de danos
oxidativos (BALL et al., 2001). Tais substincias podem agir diretamente, neutralizando a
acdo dos radicais livres, ou indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos com tal
capacidade. O sistema de defesa antioxidante da célula pode atuar de forma preventiva,
impedindo a formagdo e/ou a agdo de radicais livres, ou reparando a lesdo ocorrida
(SIKKA, 1996 e 2004).

Nas células, os antioxidantes podem atuar por meio de dois sistemas: o sistema
enzimatico € o sistema nao enzimatico, que podem ou ndo atuarem em conjunto. Os
antioxidantes enzimaticos sdo macromoléculas também conhecidos como antioxidantes
naturais € ¢ o primeiro sistema a agir. Esse sistema ¢ composto pelas enzimas superoxido
dismutase (SOD); peroxirredoxinas, catalase (CAT) e pelo sistema glutationa peroxidase
(GPx)/glutationa redutase (GR)/glutationa s-transferase (GST) (HAGEDORN et al., 2012).
O sistema ndo enzimatico sdo micromoléculas que podem ter origem endogena ou dietética
e inclui varios compostos hidrofilicos e lipofilicos, como vitaminas, minerais (cofatores
enzimaticos) e compostos fendlicos; entre estes ultimos estdo a vitamina C (4acido
ascorbico), vitamina E (o-tocoferol), vitamina A (B-caroteno), piruvato, cisteina,
glutationa, selénio, zinco, cobre, magnésio, ubiquinonas (coenzima Q), acido urico e acido
lipéico (NORDBERG e ARNER, 2001; LUBERDA, 2005). Os antioxidantes enzimaticos
sdo o principal mecanismo de defesa intracelular dos espermatozoides contra as EROS,
enquanto os componentes do plasma seminal, tanto enzimaticos quanto ndo enzimaticos,
sdo responsaveis pela prote¢do extracelular dos espermatozoides (VAN OVERVELD et
al., 2000).

Antioxidantes enzimaticos

A SOD catalisa a conversao do radical superdxido (02°) em peroxido de
hidrogénio (H20>) e o H2O», por sua vez, sofre agdo da glutationa peroxidase e da catalase.
A catalase atua de forma complementar a superoxido dismutase, convertendo o peroxido
de hidrogénio em oxigénio e agua, impedindo a formagao de OH (SIKKA, 1996).

A GPx reduz o peroxido de hidrogénio a duas moléculas de dgua e uma da
glutationa oxidada, tendo como substrato a glutationa reduzida. A a¢do desta enzima
depende da manutencdo da relagdo entre glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), o
qual ¢ garantido pela agdo da enzima glutationa redutase, que na presenca de NADPH,
transforma a glutationa oxidada em glutationa reduzida (SIKKA, 2004). O metabolismo da
glutationa ocorre da seguinte forma: duas moléculas de GSH, sob acao da GPx, reduzem o
peroxido de hidrogénio em duas moléculas de 4gua e uma de GSSG (glutationa oxidada).
A GSSG junto com uma molécula de hidrogénio e na presenca de dinucleotideo de adenina
e nicotinamida fosfato reduzida (NADPH), sob acdo da glutationa redutase (GR), ¢
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convertida a duas moléculas de GSH e uma de NADP (dinucleotideo de adenina e
nicotinamida fosfato) (SIKKA, 1996 e 2004).

Antioxidantes ndo enzimdticos

A cisteina capta radicais livres através de interagdes quimicas diretas com eles,
atuando na eliminacdo das EROS através da manutencdo dos niveis de glutationa
intracelular, por isso possui boa capacidade antioxidante (TUNCER et al., 2010). A
glutationa ¢ um tiol tri-peptideo (4cido glutdmico-cisteina-glicina) ndo proteico, capaz de
agir diretamente em muitas EROS, sendo o grupo tiol da cisteina o sitio ativo responsével
pelas suas propriedades bioquimicas (LUBERDA, 2005; CAMARA ¢ GUERRA, 2011). A
glutamina tem funcdo antioxidante exercida pela glutationa, pois esta molécula quando
catalisada pela enzima glutaminase, sofre hidrolise, dissociando-se em ion amonio e
glutamato. O glutamato, por sua vez, ¢ essencial para a sintese da glutationa (CRUZAT et
al., 2009).

A taurina ¢ um aminoacido sulfurado essencial que atua como um estabilizador de
membrana através de interagdes diretas com fosfolipidios. J4 a hipotaurina ¢ um captador
de oxidantes, tais como o radical hidroxil, o peroxido de hidrogénio e radicais superdxido,
e sua oxidacdo resulta na formacdo de taurina, estando indiretamente, relacionada a
regulagdo osmoética e a protecio da membrana espermatica (MARTINEZ-PARAMO et al.,
2013).

A metionina, em sua forma reduzida, se liga as EROS, protegendo os
espermatozoides do estresse oxidativo (LAHNSTEINER e MANSOUR, 2010). O &cido
urico tem seu papel antioxidante por ser um forte agente redutor, sendo considerado um
antioxidante extremamente importante no sémen de peixes teledsteos, assim como o acido
ascorbico (SIKKA, 1996; CIERESZKO et al., 1999; LAHNSTEINER ¢ MANSOUR,
2010; LAHNSTEINER et al., 2010). Este ultimo, por sua vez, neutraliza as EROS por
meio de reagdes de redugdo, contribuindo com a inibi¢do da peroxidacdo lipidica
(CIERESZKO ¢ DABROWSKI, 1995; SIKKA, 2004; LAHNSTEINER ¢ MANSOUR,
2010). As concentragdes de dacido ascorbico no sémen sdao reguladas pelos niveis
alimentares (CIERESZKO ¢ DABROWSKI, 1995). O a-tocoferol ¢ um antioxidante
lipossoluvel capaz de prevenir a peroxidagdo lipidica, protegendo os espermatozoides
contra danos oxidativos ao DNA e a membrana, podendo também atuar na restauracao dos
niveis de glutationa e, assim, inibir a peroxidacao lipidica (SIKKA, 1996; SIKKA, 2004;
SILVA e GUERRA, 2012).

Adicao de antioxidantes ao sémen

A adi¢do de antioxidantes ao sémen aumenta a tolerdncia espermatica ao dano
oxidativo apds a descongelagdo, neutralizando os radicais livres que causam a peroxidagao
lipidica da membrana plasmatica dos espermatozoides (BAUMBER et al., 2000). Com o
objetivo de reduzir os danos oxidativos causados pela elevada concentracio de EROS
exogenas, estudos tém sido realizados adicionado substancias antioxidantes aos diluentes
de sémen de equinos (BALL et al., 2001; BAUMBER et al., 2005), suinos (GADEA et al.,
2004; GADEA et al., 2005), bovinos (BILODEAU et al., 2001), ovinos (BUCAK et al.,
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2008, 2009a e 2009b; CAMARA ¢ GUERRA, 2011), aves (BREQUE et al, 2003),
humanos (AGARWAL e SALEH, 2002) e peixes (LAHNSTEINER, 2009;
LAHNSTEINER ¢ MANSOUR, 2010; LAHNSTEINER et al., 2011; KLEDMANEE et
al, 2013; Martinez-Paramo et al, 2012; MARTINEZ-PARAMO et al., 2013;
KUTLUYER et al., 2014; OGRETMEN et al., 2015; ARAMLI et al., 2016; LI et al.,
2017).

A ac¢do antioxidante dos aminoacidos vem sendo testada em inumeros estudos,
pois sdo moléculas carregadas, sendo possivel que eles interajam eletrostaticamente com o0s
grupos fosfato dos fosfolipidios da membrana plasmatica do espermatozoide, formando
assim, uma camada sobre superficie da célula, protegendo-a contra possiveis choques
térmicos (EL-SHESHTAWY et al., 2008). Isto pode contribuir para a manutencdo da
integridade da membrana acrossomal dos espermatozoides, durante o processo de
criopreservagao.

Combinagdes entre alguns aminoacidos também tém sido testadas para
criopreservacdo de sémen, como a glutamina, histidina, metionina, cisteina, alanina,
prolina, betaina, taurina e glicina, verificando-se a eficacia de alguns destes aminoacidos
na crioprote¢do celular (PENA et al., 1998; LINDEBERG et al., 1999; EL-SHESHTAWY
et al., 2008; DE MERCADO et al., 2009; COYAN et al., 2010). Kundu et al. (2001)
obtiveram €xito na congelagdo de espermatozoides caprinos utilizando apenas aminoécidos
como crioprotetores, ¢ relataram que os melhores resultados foram obtidos com a
associacao de 40 mM de alanina, 60 mM de glutamina, 20 mM de prolina ou 40 mM de
glicina com glicerol e dimetilsulfoxido.

Antioxidantes em sémen de peixes

O sémen de peixes conta com a presenca de diferentes tipos de antioxidantes
importantes na manutencdo da sua viabilidade. Estudos verificaram a presenca de diversos
antioxidantes no sémen, entre eles, acido ascérbico, acido urico, tocoferol, metionina e
metionina redutase, glutationa reduzida, catalase, peroxidase e superoxido dismutase
(CIERESZKO ¢ DABROWSKI, 1995; CIERESZKO et al., 1999; MANSOUR et al.,
2006; STEJSKAL et al., 2008; LAHNSTEINER, 2009; LAHNSTEINER ¢ MANSOUR,
2010; LAHNSTEINER et al., 2010). Lahnsteiner e Mansour (2010) e Lahnsteiner et al.
(2010) demonstraram que o acido urico ¢ o principal antioxidante ndo-enzimatico
encontrado no sémen de peixe. J4 Stowinska et al. (2013), sugerem que a protecao
antioxidante varia entre as espécies de peixes, pois demonstraram uma grande
variabilidade na capacidade antioxidante total (TAC) no plasma seminal de 13 espécies.

Lahnsteiner ¢ Mansour (2010) testaram o uso de antioxidantes em sémen de
peixes teledsteos (Lota, Perca fluviatilis, Alburnus, Salmo trutta). Os resultados obtidos
neste estudo demonstraram que o acido urico, na concentragdo de 0,5 mmol/L, foi o
antioxidante que apresentou os melhores resultados, melhorando a motilidade espermatica
e a integridade da membrana e diminuiu a peroxidacao lipidica dos espermatozoides para
todas as espécies investigadas. A metionina em sua forma oxidada (sulfoxido de
metionina) também foi efetiva como antioxidante na concentracdao de 1,5-3 mmol/L. E a
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catalase melhorou a motilidade espermatica e a integridade da membrana em todas as
espécies do estudo, com excegdo de A. alburnos.

Lahnsteiner et al. (2011), testaram a adicdo de glutationa reduzida e a adigdo
conjunta de glutationa reduzida e oxidada, metionina, e catalase na solug¢ao de diluicao de
S. fontinalis ¢ O. mykiss. Em O. mykiss 1,5 mmol/L de metionina reduzida e a mistura de
1.5 mmol/L de glutationa oxidada e reduzida aumentou a velocidade espermatica apos a
descongelagdo. Em S. fontinalis, a glutationa reduzida, na concentragao de 1,5 mmol/L,
elevou a taxa de fertilizacdo e a adigdo de glutationa reduzida e oxidada, ambas na
concentracdo de 1,5 mmol/L, proporcionou o aumento da velocidade espermatica no
sémen criopreservado. J4 a metionina também na concentragdo de 1,5 mmol/L, promoveu
um aumento da velocidade espermadtica, taxa de fertilizacdo e duragdo da motilidade
espermatica. E a catalase na concentragdo de 100 U/L, promoveu o aumento da taxa de
fertilizagao.

Martinez-Paramo et al. (2012) testaram a adi¢ao de 0,1 mM de B-tocoferol ou 0,1
mM de acido ascorbico a solugdo crioprotetora de s€émen de Dicentrarchus labrax. Os
autores concluiram que a adi¢do de B-tocoferol e acido ascorbico melhorou a motilidade
espermatica do robalo, que ¢ um dos parametros mais afetados pela criopreservagao.

Taurina e hipotaurina foram testadas por Martinez-Paramo ef al. (2013), ambas na
concentragdo de 1 mM em Dicentrarchus labrax. A taurina promoveu melhora dos
parametros de motilidade espermatica, aumentando a velocidade e linearidade
espermaticas, ¢ a redugdo da fragmentagdo de DNA. J4 a hipotaurina aumentou da
motilidade total e reduziu na fragmentagao de DNA.

Kledmanee ef al. (2013) testaram a adicao de L-cisteina a solucao de dilui¢ao em
sémen de carpa comum (Cyprinus carpio) refrigerado, apresentando resultados positivos,
verificando que a motilidade espermadtica, a duragdo da motilidade espermadtica e a
viabilidade espermatica nos tratamentos com L-cisteina (1 mM) foram significativamente
superior ao tratamento controle. No entanto, em maior concentragdo (2 mM) L-cisteina
apresentou efeitos toxicos ao sémen de carpa comum.

Sarosiek et al. (2014) avaliou a influéncia de antioxidantes no armazenamento de
sémen de Perca fluviatilis. Neste estudo, melhores efeitos foram observados apos a adi¢ao
de glutationa (5 mM) ao sémen; e a adi¢ao de cisteina (5 mM) resultou no alongamento da
vida util das células.

Kutluyer et al. (2014) testaram a adicdo de catalase (250 U/L), superdxido
dismutase (250 U/L), peroxidase (250 U/L), glutationa oxidada (1,5 mmol/L), glutationa
reduzida (1,5 mmol/L), I-metionina (1,5 mmol/L), &cido urico (0,25 mmol/L), 4cido I-
ascorbico (0,5 mmol/L), a-tocoferol (2,0 mmol/L), B-caroteno (0,5 mmol/L) e carnitina
(0,5 mmol/L) na solucdo de congelacdo de sémen de O. mykiss. Os autores concluiram que
a taxa de motilidade e a duragdo da motilidade pos-descongelagdo aumentaram com a
utilizacao de acido urico, lI-metionina, SOD, a-tocoferol e L-glutationa reduzida, e que o
acido ascorbico melhorou o movimento espermatico, aumentando a linearidade e
retilinearidade das células espermaticas.

Ja Ogretmen et al., (2015), testaram o efeito da adi¢dio de cisteina em sémen de
carpa comum congelado. Os autores verificaram que um aumento na concentragdo de
cisteina (20 mM) causou um aumento significativo na taxa de motilidade e duragdo da

101

*Enderego para correspondéncia:
bruna.bitencourt@ufrgs.br




Ciéncia Animal, v.29, n.2, p.93-109, 2019.

motilidade do sémen, concluindo que a suplementagdo com cisteina aumentou a
fertilizacdo e a taxa de eclosdao e diminuiu os danos no DNA.

Aramli ef al. (2016) avaliaram o efeito da glutamina na motilidade do sémen pos-
descongelagdo e o sucesso de fertilizacdo em Acipenser persicus. Os resultados revelaram
que um aumento na concentracao de glutamina provocou um aumento significativo na
porcentagem de motilidade, velocidade curvilinea (VCL) e também sucesso de fertilizacao,
sendo 10mM a melhor concentracao para motilidade espermatica e taxa de fertilizagao.

Em sémen de esturjdo (Acipenser dabryanus, Acipenser sinensis e Acipenser
baerii), Li et al. (2017) avaliaram a suplementacdo com dacido ascorbico, catalase,
glutationa ou cisteina na protecdo contra EROS durante a criopreservacdo de
espermatozoides. Os autores concluiram que a catalase, a glutationa e o 4cido ascérbico,
mas ndo a cisteina, mostraram efeitos protetores no sémen de esturjdo durante a
criopreservacdo, recomendando a adicdo de 25 U/mL de catalase, 0,25-0,5 mg/mL de
glutationa ou 0,5 mg/mL de 4cido ascorbico na solugdo crioprotetora para sémen de
esturjao.

CONSIDERACOES FINAIS

A producdo excessiva de EROS no sémen leva a redugdo da viabilidade
espermatica e a diminuicdo da capacidade de fertilizagcdo. No entanto, a susceptibilidade ao
estresse oxidativo varia entre as espécies de peixes. Assim, o impacto do estresse oxidativo
depende da presenga ou auséncia de oxidantes no s€men, além dos niveis destes
antioxidantes. O balango entre produgdo e eliminacao de EROS ¢ que determina os efeitos
das espécies reativas do metabolismo do oxigénio no espermatozoide. A criopreservacao
do sémen reduz a concentra¢do de antioxidantes presentes e expde ao oxigénio, levando a
um aumento na produ¢do de EROS e reducdo das defesas antioxidantes contribuindo para
o aumento nos danos oxidativos ao espermatozoide.

A adi¢do de antioxidantes a solu¢do de congelagdo tem proporcionado melhorias na
viabilidade espermatica, reduzindo os danos ao DNA espermadtico. Entretanto, o
conhecimento sobre a presenca e as concentracdes de antioxidantes naturalmente
encontrados no s€émen das diferentes espécies de peixes ainda € escasso, 0 que torna muito
dificil a escolha dos antioxidantes a serem utilizados nas solu¢des de congelagdo. Apesar
dos resultados serem promissores, constata-se a necessidade de mais pesquisas nessa area,
a fim de determinar as concentragdes dos antioxidantes presentes no s€émen, além do tipo e
concentragdo ideal dessas substincias para minimizar os danos aos espermatozoides para
cada espécie.
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