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Introducéo

As biotecnologias da reprodugdo animal possuem grande importancia para o desenvolvimento do
melhoramento genético. Através delas, é possivel obter maior nimero de progénies em menor tempo,
otimizando assim, a vida reprodutiva de animais zootecnicamente superiores (FREITAS, 2015).

Durante o processo de congelamento, os efeitos negativos do estresse oxidativo ocorrem tanto pela
retirada da maior parte do plasma seminal, que possui grande capacidade antioxidante (BUSTAMANTE et
al., 2006), quanto pelo estimulo & produgcdo de EROs, que ocorre durante a criopreservacdo (WATSON,
2000).

Para otimizacdo dessas biotecnologias, grande parte do sémen de touros que é utilizado na
reproducéo é congelado. Entretanto, sabe-se que a criopreservagdo é um procedimento reconhecidamente
deletério para as células espermaticas por reduzir sua sobrevivéncia e, consequentemente, seu potencial
fertilizante (YESTE et al., 2014).

Por esse motivo, os danos moleculares, resultantes do congelamento de sémen, tém sido bastante
estudado (PENA et al., 2011).

Dentre os parametros espermaticos estudados, estdo a permeabilidade de membrana, a
desorganizacdo da bicamada lipidica e a concentrag8es intracelulares de célcio, que apresentam diferencas
pré e pos congelamento (YESTE et al.,, 2014). Além disso, o estresse oxidativo diminui a fertilidade
espermética, bem como prejudica a capacidade desses espermatozoides em gerar embrides viaveis (AITKEN
et al., 2010).

Para obtencd@o de sucesso na criopreservacao é preciso uma boa realizacdo de um conjunto de
fatores. Isso inclui o crioprotetor utilizado, o tipo de diluidor, como é realizada a curva de resfriamento e
descongelamento, além do tipo de envase (CLULOW et al., 2008).

Um congelamento é considerado satisfatério quando o espermatozoide mantém sua capacidade
fertilizante apOs o descongelamento e, para isso, 0 espermatozoide precisa ser capaz de manter a producao
de energia via metabolismo, manter a sua configuragcdo normal e a integridade da membrana plasmatica,
manter sua motilidade e a integridade acrossomal (LEMMA, 2011).

A disfuncdo de qualquer uma dessas fun¢gBes ou habilidades pode afetar significativamente a
capacidade de fertilizacdo do espermatozoide. Geralmente, a causa dessas disfuncdes esta atribuida a
formacao de cristais de gelo e o0 movimento de agua resultante do gradiente osmético originado durante o
procedimento de congelacdo (LEMMA, 2011).

O espermatozoide possui sua defesa celular escassa e deficiente. Essa deficiéncia pode ser
explicada pela remocao do citoplasma e de varias organelas do espermatozoide, deixando o espermatozoide
mais vulneravel ao estresse oxidativo, uma vez que as enzimas antioxidantes ficam armazenadas no
citoplasma celular (AITKEN et al., 2014).
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A célula espermatica sempre esta em condicdes de aerobiose, portanto, € normal que produzam
radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (EROs), resultantes da atividade metabdlica normal
(LAMIRANDE et

al., 1997). Geralmente, a geracdo dos radicais livres ocorre nas mitocondrias, membranas celulares
e citoplasma (BARBOSA et al., 2010).

Levando em conta essa deficiéncia, o plasma seminal possui importante papel de aumentar a sua
protecdo, contendo altas concentracéo e variedade de antioxidantes em sua composi¢éo (BARBOSA et al.,
2010).

Considerando o exposto, o0 objetivo desta revisdo bibliografica é elucidar sobre o estresse oxidativo
e 0 que ele acarreta as células espermaticas, a acdo dos antioxidantes, quando utilizado em diluidores de
sémen, bem como discorrer sobre a quercetina e suas caracteristicas na melhoria da qualidade seminal de
bovinos.

Estresse oxidativo

Quando em concentracdes fisiologicas, as espécies reativas de oxigénio (EROs) participam de
processos vitais dos espermatozoides como maturagdo, capacitacdo e hiperativagdo espermaticas, reagédo
acrossomal e fusdo espermo-oocitaria (SAALU, 2010).

Durante o processo de capacitagdo espermatica, os niveis de célcio intracelular aumentar, bem como
as EROs e a tirosina quinase, originando o aumento também na producéo da adenosina monofosfato ciclica
(AMPc). Estes eventos, somados, induzem o espermatozoide a um estado de hiperativacdo. Sendo assim,
nestas condi¢bes, 0 espermatozoide passa pelo processo de reacdo acrossomal fisiolégica, adquirindo,
entdo, a habilidade de fecundar (SAALU, 2010).

Entretanto, quando a sua producéo excede a capacidade de defesa antioxidante da célula, instala-se
0 estresse oxidativo, caracterizado por peroxidacdo da membrana espermética. Além disso, o processo de
lipoperoxidacdo (LPO) induz danos importantes ao DNA celular e apoptose de espermatozoides (KOTHARI
et al., 2010; GUTHRIE & WELCH, 2012).

As EROs que geram maiores efeitos na funcao reprodutiva dos animais e na fertilizacdo sdo o anion
superdxido (O2), o peréxido de hidrogénio (H2032), o radical hidroxila (OH-), altamente reativo, e o radical
peroxila (ROO") (MANEESH e JAYALEKSHMI, 2006).

A lipoperoxidacao (LPO) é um outro estresse oxidativo que ocorre no espermatozoide em situacdes
de desequilibrio oxidativo. Portanto, a LPO é desencadeada quando as EROs sobrecarregam o sistema
antioxidante de defesa, podendo comprometer os espermatozoides e, por consequéncia, a fertilidade do
sémen (SANOCKA & KURPISZ, 2004).

O espermatozoide de mamiferos é altamente sensivel aos efeitos da LPO devido a uma alta
concentracdo de lipideos poli-insaturados na composicdo de sua membrana plasmética (SANOCKA &
KURPISZ, 2004).

E importante lembrar que a origem de radicais livres acontece, geralmente, nas mitocondrias,
membranas celulares e citoplasma (Barbosa et al., 2010), e pode ser favorecida pela presenca de ions ferro
e cobre (KOURY & DONANGELO, 2003). Entretanto, a principal fonte geradora de radicais livres é a
mitocdndria, através da cadeia de transporte de elétrons (GREEN et al., 2004).

Antioxidantes no sémen de bovinos

O espermatozoide é uma célula altamente especializada, que possui como principal funcao fertilizar
e transferir o material genético masculino. Ao seu redor, ele estd completamente envolto por uma membrana
e dividido em quatro compartimentos, sao eles: acrossoma, cabeca, pega intermediaria e flagelo, expostos
na figura 1, em que cada estrutura desempenha um papel importante para o funcionamento da célula
espermatica (VARNER et al., 2015).
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Figura 1. Estrutura e componentes do espermatozoide (SILVA, 2016).

O metabolismo aerdbico espermético esta associado com a geragdo de moléculas pré-oxidantes, as
EROs. Sendo assim, a homeostase intracelular € mantida através de uma complexa interagédo entre EROs e
antioxidantes (AGARWAL et al., 2006).

As substancias antioxidantes sdo moléculas enzimaticas ou ndo enziméaticas, capazes de prevenir,
interceptar ou reparar a agdo dos agentes oxidantes, transformando-os em agua, e protegendo as células e
também o organismo dos efeitos nocivos ocasionados pela superproducdo de EROs (LUZ et al., 2011).

No caso do plasma seminal, os antioxidantes exercem importantes funcdes, tais como: proteger os
espermatozoides das EROs originadas de espermatozoides anormais; eliminar EROs geradas por leucécitos;
prevenir a fragmentacdo do DNA; reduzir as crioinjdrias e bloquear a maturagdo espermatica prematura
(AGARWAL et al. 2008).

Com o objetivo de aprimorar a qualidade espermatica do sémen criopreservado, através da
prevencdo ou reducéo do processo peroxidativo, diversos pesquisadores tém se dedicado a realizar estudos
relacionados a adig&o de antioxidantes nos diluidores seminais das diversas espécies (CAMARA et al., 2011;
SILVA et al.,, 2011; SILVA, et al., 2012). Sendo assim, o0s antioxidantes possuem a responsabilidade de inibir
e/ou reduzir os danos causados pelas EROs (AITKEN et al., 2014).

Os antioxidantes enzimaticos também sdo chamados de agentes naturais. Eles sdo o primeiro
sistema de defesa a atuar no organismo, neutralizando o excedente de EROs e prevenindo os danos que
seriam causados a estrutura celular. S&o exemplos de antioxidantes naturais: a superédxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (LUZ et al., 2011).

Os resultados dos estudos tém revelado a eficacia da utilizacdo de antioxidantes, assim como, seus
efeitos deletérios. A justificativa parece estar relacionada com a dose adicionada ao meio diluidor, pois
antioxidantes em excesso também podem ser prejudiciais, podendo, inclusive, prejudicar fases fisioldgicos
importantes como a capacitacao espermatica (SAVI et al, 2015).

Quercetina
A quercetina é um flavonoide do grupo dos compostos polifendlicos, sendo amplamente encontrado

nas frutas, vegetais, graos, flores, com elevada concentracdo no vinho tinto. Deste modo, a quercetina &
classificada como um antioxidante natural ndo enzimatico (LIU et al., 2010).
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A quercetina possui uma estrutura considerada ideal para a reducdo do estresse oxidativo, pois
possui varios grupos de hidroxilas e, assim, se torna mais potente que as vitaminas E e C (BARREIROS et
al., 2006). Isso pode ser explicado, pela grande quantidade de grupos hidroxila presentes na estrutura da
guercetina (BARREIROS et al., 2006), sendo demonstrada sua capacidade em inibir danos oxidativos
induzidos pelo H202 (BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Além disso, a quercetina possui capacidade inibidora sobre a peroxidacéo lipidica, similar e
sinergética ao resveratrol, um polifenol ndo flavonoide (STOJANOVIC, 2001).

Gibb et al. (2013) utilizaram a quercetina com objetivo de neutralizar a formagéo excessiva de EROs
decorrente do processo de criopreservacdo e sexagem do sémen de garanhdes. Como resultado, eles
observaram a reduc¢do dos indices de fragmentagdo de DNA no sémen criopreservado sexado e aumento
significativo da motilidade e capacidade de interagdo entre espermatozoide-odcito do sémen criopreservado
nédo sexado.

Em outro estudo realizado por Zribi et al. (2012) com sémen humano, a adicdo de quercetina ao
diluente seminal aumentou a motilidade e viabilidade espermética, reduziu a fragmentacdo do DNA e a
oxidacao apds descongelamento do sémen.

Em outro estudo, adicionando a quercetina ao diluente Tris-gema de ovo-glicerol, Silva et al. (2012)
ndo observaram diferenca (P<0,05) entre os grupos quando avaliada a motilidade progressiva, vigor,
acrossoma e membranas integras. Entretanto, no grupo suplementado com 5 ug/mL de quercetina, a
porcentagem de gametas com alto potencial de membrana mitocondrial foi maior (P<0,05) do que naqueles
tratados com 10, 15 ou 20 pg/mL de quercetina.

Conclusodes

Diante do exposto conclui-se que as EROs participam de importantes processos fisiolégicos como a
capacitacdo espermatica, reacao acrossomal e a fusdo entre gametas. Os sistemas organicos contam com a
participagdo dos antioxidantes para manter o equilibrio, através da neutralizacdo ou atenuacdo desses
radicais livres. Contudo, quando sua producgéo é excessiva ha sobrecarga do sistema antioxidante de defesa
celular. Com isso ocorre o estresse oxidativo, que tem como consequéncia a lipoperoxidagcdo das membranas
esperméticas, um processo altamente deletério para os espermatozoides.

Buscando solucionar esse problema, estudos tém avaliado os efeitos da adicdo de agentes
antioxidantes enziméticos e ndo enzimatico ao sémen, tanto pré-congelacdo quanto pds-descongelacédo. O
resultado da utilizacdo de quercetina é bastante satisfatorio, ja que as células submetidas a criopreservagéo
sofrem potencialmente muitos danos, em especial, fragmentacdo de DNA. Além disso, a suplementacéo de
pequenas quantidades de quercetina em meio diluidor Tris Gema Glicerol reduz o potencial mitocondrial das
células espermaticas pos-congelacao/descongelacao.
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