Research, Society and Development, v. 9, n. 8, e751985125, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.5125

Efeito da adicao de diferentes antioxidantes em diluentes de criopreservacao sobre a
qualidade do sémen e a producdo in vitro de embrides bovinos
Effect of adding different antioxidants in cryopreservation diluents on semen quality
and in vitro production of bovine embryos
Efecto de agregar diferentes antioxidantes en diluyentes de crioconservacion sobre la
calidad del semen y la produccion in vitro de embriones bovinos

Recebido: 31/05/2020 | Revisado: 25/06/2020 | Aceito: 13/07/2020 | Publicado: 30/07/2020

Natélia do Carmo Silva

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3709-9844

Instituto Federal de Educacao Ciéncia e Tecnologia Goiano, Brasil
E-mail: nataliazootec@hotmail.com

Thaisa Campos Marques

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-1112-6699

Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia Goiano, Brasil
E-mail: thaisacm@hotmail.com

Jodo Teodoro Padua

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0888-7972

Universidade Federal de Goias, Brasil

E-mail: teodoro@ufg.br

Karen Martins Le&o

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-5236-7558

Instituto Federal de Educacédo Ciéncia e Tecnologia Goiano, Brasil

E-mail: karen.leao@ifgoiano.edu.br

Resumo

A qualidade das amostras de sémen é fundamental para o sucesso dos programas de
inseminagdo artificial em bovinos. Torna-se imprescindivel a manutencéo das caracteristicas
dos espermatozoides por meio de adequado processo de criopreservacdo. No entanto, 0s
processos de criopreservacao resultam na formacdo continua e excessiva de espécies reativas
de oxigénio (EROS), que sdo prejudiciais aos espermatozoides, pois induz a apoptose com
consequente reducdo da qualidade espermatica. Dessa forma, tém sido acrescidos aos

crioprotetores substancias antioxidantes como a glutationa e a melatonina, as quais tem como
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intuito minimizar os efeitos deletérios causados pelas EROS aos espermatozoides, resultando
em melhor qualidade espermatica, com consequente aumento das taxas de fertilizacdo in
vitro. Diante disso, a presente revisdo tem por objetivo analisar os efeitos da adicdo dos
antioxidantes glutationa e melatonina em diferentes meios de criopreservacao e a producéo in
vitro de embrides bovinos.

Palavras-chave: Espermatozoides; Estresse oxidativo; Fertilizagdo; Touro.

Abstract

The quality of semen samples is extremely important for the success of artificial insemination
programs in cattle. Thus, it is essential to maintain the characteristics of spermatozoa through
an adequate cryopreservation process. However, cryopreservation processes result in the
continuous and excessive formation of reactive oxygen species (EROS), which are harmful to
sperm, as it induces apoptosis with a consequent reduction in sperm quality. Thus,
cryoprotectants have been added to antioxidant substances such as glutathione and melatonin
which aim to minimize the deleterious effects caused by EROS to sperm, resulting in better
sperm quality, with a consequent increase in in vitro fertilization rates. Therefore, the present
review aims to analyze the effects of the addition of antioxidants glutathione and melatonin in
different media of cryopreservation and in vitro production of bovine embryos.

Keywords: Sperm; Oxidative stress; Fertilization; Bull.

Resumen

La calidad de las muestras de semen es extremadamente importante para el éxito de los
programas de inseminacion artificial bovina. Por lo tanto, es esencial mantener las
caracteristicas de los espermatozoides a través de un proceso de crioconservacion apropiado.
Sin embargo, los procesos de crioconservacion dan como resultado la formacion continua y
excesiva de especies reactivas de oxigeno (EROS), que son perjudiciales para los
espermatozoides, ya que inducen la apoptosis con la consiguiente reduccion en la calidad de
los espermatozoides. Por lo tanto, se han agregado crioprotectores a sustancias antioxidantes
como el glutation y la melatonina que tienen como objetivo minimizar los efectos nocivos
causados por EROS al esperma, lo que resulta en una mejor calidad del esperma, con el
consiguiente aumento de las tasas de fertilizacion in vitro. Por lo tanto, la presente revision
tiene como objetivo analizar los efectos de la adicion de antioxidantes glutation y melatonina
en diferentes medios de criopreservacién y produccién in vitro de embriones bovinos.

Palabras clave: Esperma; Estrés oxidativo; Fertilizacion; Toro.
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1. Introducgéo

Amostras de sémen de boa qualidade sdo fundamentais para 0 sucesso nas biotécnicas
da reproducdo. Para isso, € necessaria adequada manutencdo da viabilidade espermatica por
meio dos processos de criopreservacao (dilui¢do, refrigeracdo, congelamento, armazenamento
e descongelamento), especialmente da diluicdo seminal (Chaveiro et al., 2006).

A gema de ovo que é um dos constituintes mais utilizados para congelacdo do sémen
bovino, tem sua utilizacdo discutida por possuir substancias que inibem a respiracdo das
células esperméticas podendo levar a reducdo da motilidade, e ao grande risco de
contaminacdo microbioldgica, por se tratar de um produto de origem animal (Najafi et al.,
2013). Em decorréncia disso, atualmente tem sido avaliada a sua substituicdo por produtos de
origem vegetal como a lecitina de soja que, apesar de ser amplamente utilizada, necessita de
maiores estudos, pela menor capacidade de manutencdo da viabilidade espermaética
(Forouzanfar et al., 2010).

Durante o processo de criopreservacao das amostras de sémen, ha producdo continua e
excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS), que sdo prejudiciais aos espermatozoides,
pois induz a lipoperoxidagdo, apoptose, danos ao DNA com consequente reducdo da
qualidade espermaética, uma vez que a membrana espermatica possui altas concentracGes de
lipidios e proteinas que sdo altamente susceptiveis as EROS (Asma-ul-husna et al., 2017). Em
contrapartida, baixas concentracdes de EROS s&o responsaveis pela regulacdo de eventos
fisiologicos das células (Kothari et al., 2010).

Substancias antioxidantes vém sendo acrescidas aos meios diluentes com o intuito de
minimizar os efeitos deletérios causados pelas EROS aos espermatozoides de varias espécies,
inclusive a bovina. Antioxidantes, tais como a glutationa e melatonina retardam a velocidade
de oxidacdo por meio da manutencdo da producdo de EROS em niveis fisioldgicos (Ashok et
al., 2014).

A glutationa é um dos antioxidantes mais estudados na criopreservacdo do sémen
bovino, e reduz os danos causados a membrana do espermatozoide pelos radicais livres
aumentando a viabilidade da célula, com consequente, melhora do potencial de fertilizagao.
Também tém sido observados melhores resultados de viabilidade espermética com a adicao
de outros antioxidantes, como a melatonina, que ¢ um hormonio secretado pela glandula
pineal que desempenha importante funcdo na regulacdo dos ciclos reprodutivos sazonais
(Reiter et al., 2013).
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Varias pesquisas tem sido realizadas buscando maior qualidade espermatica, mas
também ha uma preocupacgdo com o desenvolvimento de estudos que visem a maior produgao
embrionaria in vitro, sendo de suma importancia amostras de sémen de melhor qualidade. De
acordo com Alomar et al. (2008) o gameta masculino é responsavel por uma diferenca
significativa no desenvolvimento embrionério e possui alta influéncia no sucesso da producéao
in vitro de embrides (PIVE). Estudos recentes avaliaram a adi¢éo de antioxidantes nas etapas
da PIVE, na tentativa de reduzir os danos causados aos ovocitos pelas EROS durante as fases
de desenvolvimento. Desse modo, é necessario também avaliar o potencial fertilizante in vitro
das células espermaticas criopreservadas com diferentes antioxidantes (Remido et al., 2016).

Deste modo, objetiva-se revisar estudos referentes a agédo dos antioxidantes melatonina
e glutationa em diferentes crioprotetores sobre a qualidade do sémen e a producdo in vitro de
embribes bovino. Além disso, apresentar diversos resultados que demonstrem que a adicao de
antioxidantes e diferentes crioprotetores podem reduzir as injdrias causadas pelo processo de
criopreservacao submetido aos espermatozoides, resultando em alta qualidade espermética e

melhor producéo de embrides bovinos.

2. Metodologia

A metodologia utilizada para a elaboracdo deste estudo trata-se de uma revisdo
qualitativa descritiva, pois inclui informagdes relevantes para interpretacdo dos dados
coletados de modo a contribuir com o saber na area do conhecimento (Pereira et al., 2018).

A pesquisa para esta revisdo iniciou-se a partir de uma selecdo e organizagdo
bibliografica a respeito dos diferentes crioprotetores e antioxidantes adicionados aos meios
para reducdo dos danos causados pelas espécies reativas de oxigénio resultantes do processo
de criopreservacdo. Além disso, incluiu literaturas cientificas que buscam diferentes
metodologias e técnicas para 0 maior conhecimento dos fendmenos que ocorrem nas diversas
areas cientificas. O artigo apresenta também dados atuais importantes, contendo referéncias

de estudos internacionais e nacionais.
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3. Revisdo de Literatura

3.1 A célula espermaética

Os espermatozoides sdo produzidos dentro dos tlbulos seminiferos dos testiculos por
meio da divisdo e transformacdo das células germinativas (Chenoweth et al., 2014). Séo
células altamente polarizadas e especializadas que perdem a habilidade de biossintese, reparo,
crescimento e divisdo celular durante a fase final da espermatogénese, tornando-se apta a
fecundacdo do ovdcito e formacéao do zigoto (Alberts et al., 2010).

Os espermatozoides sdo divididos morfologicamente em cabeca, peca intermediaria e
cauda (flagelo). A cabeca contém o nucleo, acrossoma e um conjunto de elementos citosolicos
reduzido, dividindo regido acrossomal, regido pds-acrossomal e segmento equatorial. A cauda
é subdividida em peca intermediaria, principal e final (Varner et al., 2015).

A membrana plasméatica do espermatozoide é a estrutura mais susceptivel a
modificagdes durante os processos de criopreservacdo, sendo de extrema importancia a
integridade para que os espermatozoides estejam aptos a fecundacao (Borges et al., 2011).

A mesma engloba toda a célula espermética e define os limites mantendo a diferenca
entre citosol e ambiente extracelular. E composta por camadas lipidicas e proteicas unidas por
ligacGes ndo covalentes, permitindo assim que as moléculas individuais dos lipidios e das
proteinas se movam lateralmente no plano da membrana. Dentre o0s constituintes estdo
fosfolipidios, colesterol, glicolipidios, carboidratos e diferentes tipos de proteinas (Flesh &
Gadella, 2000).

A membrana exerce papel fundamental na manutencdo da capacidade fertilizante do
espermatozoide, pois € responsavel pela manutencdo do equilibrio osmético, atuando como
barreira entre 0 meio intra e extracelular. Lesdes nessa estrutura podem levar a perda da
homeostase e resultar em morte celular (Alberts et., 2010).

Os fosfolipidios quando submetidos a reducdo de temperatura, assumem forma conica,
em que as extremidades hidrofobicas sdo externas e as hidrofilicas internas. Essa estrutura é
denominada de forma hexagonal Il e/ou micela invertida. Quando a membrana esta em
transicdo, passando da fase fluida para fase cristalina, as micelas presentes nos lipidios sdo
invertidas, 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 (Khosrowbeygi et al., 2007).
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A proporcédo de colesterol:fosfolipidios, assim como a natureza dos fosfolipidios e a
temperatura determinam a fluidez da membrana. A resisténcia ao choque frio € maior nas
espéecies em que a proporcao colesterol:fosfolipidios da membrana plasmatica sao altos. O
colesterol preenche os espacos entre as cadeias de acidos graxos dos fosfolipidios,
estabilizando a membrana, enquanto os glicolipidios estdo localizados na superficie da
membrana, sendo responsaveis pela transicao das fases de congelacdo e descongelacao (Pinho
etal., 2016).

De acordo com todas as caracteristicas da membrana do espermatozoide é de
fundamental importancia a manutencdo da integridade, pois é um fator determinante no

potencial de fecundagé&o.

3.2 Criopreservacao

O processo de criopreservacao espermatica possibilita 0 uso de amostras de sémen por
periodos relativamente longos, reduz riscos e custos com aquisi¢cdo de reprodutores, além de
favorecer a rapida difusdo do material genético (Castelo et al., 2008). O uso do sémen
congelado permite maior aproveitamento de animais com alto potencial genético, transporte
do sémen para varias localidades, formacdo de bancos de germoplasma tanto de animais que
correm risco de extingdo como daqueles que ndo podem ser utilizados na reproducéo, por
danos ocasionados durante o manejo dos animais, e também possibilita replicar caracteristicas
de determinados grupos genéticos ao longo do tempo (Leite et al., 2011).

As células espermaticas ndo sdo adaptadas para as variacdes de temperatura que
ocorrem durante o processo de criopreservagdo, que resultam em vérias alteracdes a célula
espermatica. AlteracOes essas, causadas na motilidade e estrutura dos espermatozoides
ocorrem simultaneamente nas diferentes etapas de congelacdo e descongelacdo. O
resfriamento do sémen é realizado entre 30°C e 0°C e induz ao estresse letal para algumas
células que é proporcional a taxa de resfriamento, devido o intervalo de temperatura e ao
limite de temperatura, sendo geralmente mais severo na faixa de 2 a 12°C. Esse fenbmeno é
conhecido como choque frio, que afeta as espécies (Watson, 2000).

O choque frio é verificado pela presenca de espermatozoides em movimentos
circulares ou apresentando motilidade espermatica alterada (movimento retrogrado, presenca
de pecas intermediarias dobradas), e demais altera¢cGes como a perda da motilidade, reducéo
da producéo de energia, aumento da permeabilidade da membrana e perda de moléculas e ions

intracelulares (Watson, 2000).
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Com o intuito de reduzir os danos causados as células espermaticas sobre 0s processos
de criopreservagdo, sdo necessarios adequados protocolos de refrigeracdo e congelagdo do
sémen. E mesmo no resfriamento lento, a mudanca da temperatura causa estresse sobre a
membrana, por causa da mudanca de fase dos lipidios da bicamada e alteracdo do estado
funcional da membrana. Esses estresses sobre a membrana podem ocorrer em temperaturas
abaixo de 0°C, uma vez que as mudancas de fase ndo estdo completas a 0°C. Sabe-se que no
sémen bovino a maior mudanca de fase ocorre entre 5 e 15°C, intervalo de temperatura em
que o espermatozoide esta mais susceptivel a injarias (Agca & Critser, 2002).

A congelacdo dos espermatozoides abaixo de 0°C em taxa lenta promove maior
entrada de &gua na célula, ao contrario do que ocorre quando o resfriamento é realizado numa
taxa rapida. Dessa forma um resfriamento muito lento pode levar a desidratacédo celular muito
intensa, enquanto, um resfriamento muito rapido € insuficiente para permitir a entrada de agua
nas células, e acarreta a formac&o de cristais de gelo intracelular. A taxa de resfriamento ideal
deve ser relativamente rapida, proporcionando a retirada de agua suficiente e ndo excessiva da
célula, e pode levar a formacdo de cristais de gelo intracelulares pequenos e ndo letais,
proporcionando boas condicBes de sobrevivéncia da célula ap6s o reaquecimento (Agca &
Critser, 2002).

O descongelamento desses cristais causa a diluicdo dos solutos e lentamente ocorre a
reidratacdo das células. Porém, se o sémen for descongelado muito rapidamente, os cristais
extracelulares descongelam-se muito rapido e a agua do meio invade bruscamente as células,
causando ingurgitamento e danos a membrana plasmatica. As células congeladas em curva
rapida necessitam de uma mesma curva de descongelamento, pois deste modo o gelo

intracelular que se formou durante o congelamento ndo consegue se recristalizar (Holt, 2000).

3.2.1 Crioprotetores

Somente o plasma seminal ndo é capaz de proteger adequadamente 0s
espermatozoides contra mudancas de temperatura. Para o sémen ser estocado em baixas
temperaturas € necessario que 0s mesmos sejam acrescidos de diluidores especiais e
apropriados. A composicdo dos meios diluidores apresenta grande influéncia sobre a
sobrevivéncia espermatica, sendo de extrema importancia que ocorra interacdo entre 0s
componentes do meio e as curvas de refrigeracdo/congelacdo (Chaveiro et al., 2006).

Agentes crioprotetores sdo solventes orgénicos utilizados na composicao de diluentes

seminais com a finalidade de proteger as células e/ou tecidos contra as injurias causadas pela
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desidratacéo e resfriamento durante o processo de criopreservacdo. Essas substancias sdo
importantes para evitar a formagdo de gelo intracelular, redugdo do estresse osmético por
meio da reposi¢cdo de agua necessaria para manutencdo do volume celular e a interacdo com
ions e macromoléculas (Viveiros, 2005).

Além disso, os mesmos possuem fator limitante para o sucesso da criopreservagdo das
células que é a toxicidade, principalmente quando utilizados de forma inadequada (Fahy,
2010).

O glicerol é o primeiro crioprotetor intracelular utilizado com sucesso na maioria das
espécies e trata-se de um alcool poli-hidrico, com seis sitios de ligagdo incluindo a molécula
de 4gua e mesmo possuindo baixa permeabilidade em comparacdo a outros crioprotetores, é
considerado eficiente, pois torna mais lenta a desidratacdo celular durante a criopreservacao
ao se ligar a 4gua. No entanto, sdo necessarios cuidados com a dosagem utilizada, uma vez
que altas concentracdes sdo tdxicas as células espermaticas (Glazar et al., 2009).

A gema de ovo € um dos agentes mais efetivos para protecdo extracelular dos
espermatozoides contra o choque frio e demonstrou melhora nas fungdes espermaticas e
preservacdo da fertilidade ap6s o armazenamento na forma liquida ou congelada. Quando
presente nos meios diluentes, a gema de ovo permite a reducdo da concentracdo do glicerol
reduzindo a possivel toxidez das células. Grande parte dos diluentes utilizados na
criopreservacdo de espermatozoides bovinos contém em torno de 20% de gema de ovo
(Snoeck et al., 2007).

A utilizacdo destes diluidores a base de gema de ovo é recomendada pela excelente
protecdo dos espermatozoides. No entanto, 0 uso de composto de origem animal como a gema
de ovo e leite estdo sendo restringidos em alguns paises, por razées imunoldgicas e riscos
microbiol6gicos por meio da transmissdo de doencas. Além da dificuldade de padronizacéo
desses componentes utilizados na criopreservacao do sémen bovino (Stradaioli et al., 2007).

Desse modo, estudos recentes estdo em andamento com o objetivo de desenvolver
diluentes livres de produtos de origem animal. Segundo Pugliesi et al. (2012) além das
preocupacfes sanitarias quanto ao uso de produtos de origem animal, tanto a gema como o
leite desnatado podem alterar a integridade estrutural e funcional pds-descongelacdo. E com
base nessas questdes a industria de reproducdo artificial tem buscado novos produtos em
substituicdo aos de origem animal, sendo os mais utilizados atualmente a lecitina de soja
(Singh et al., 2013).

A lecitina é uma fosfatidilcolina poli-insaturada, que contém componentes para

funcBes energéticas e estruturais de todas as membranas bioldgicas. E extraida dos gréos de
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soja, sendo constituida de fosfolipideos, triglicerideos e outras substancias derivadas das
refinarias de 6leo (Seidman et al., 2002). A lecitina de soja vem sendo acrescida aos meios de
criopreservacao na forma de nanoparticulas, sendo essas caracterizadas por pequenas micelas
que permitem uma melhor interacdo e revestimento da membrana espermatica reduzindo
assim os danos causados pelo choque frio e demais eventos causados pelos processos de
refrigeracéo e congelacéo (Nadri et al., 2019).

No entanto, alguns estudos ressaltam que diluentes acrescidos de lecitina de soja
apresentam menor eficiéncia sobre a criopreservacdo de sémen bovino, devido a baixa
quantidade de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na composic¢do. Tais sdo moleculares,
estruturais e lipoproteinas suficientes para ligarem-se a maioria das moleculas de proteinas-
BSP e sofrerem a peroxidacdo lipidica sem que as proteinas da membrana estejam envolvidas
(Forouzanfar et al., 2010).

Dentre os primeiros diluidores disponiveis, compostos por lecitina de soja, estdo o0s
Biociphos-Plus® (IMV®, L’Aigle, France), Andromed® (Minitub®, Tiefenbach, Germany) e
Bioxcell®(Biodux, S&o Paulo) (Nadri et al., 2019).

Apesar da lecitina de soja ser apresentada como alternativa para obtencdo de
diluidores seminais livres de contaminacdo biolégica e quimicamente padronizados,
atualmente, os diluentes constituidos de gema de ovo sdo os mais eficientes na manutencao da
capacidade fecundante da céelula espermatica (Crespilho et al., 2012).

Neste intuito, varios estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar a
adicdo da lecitina de soja nos diluentes do sémen bovino (Muino et al., 2007), de bufalos
(Akhter et al., 2010), ovinos (Toker et al., 2016) e equinos (Papa et al., 2011). Entretanto,
como a funcdo crioprotetora da lecitina no sémen bovino ainda é bastante discutida, sdo
necessarios maiores estudos sobre a real acdo desse componente sobre a viabilidade
espermatica.

Singh et al. (2018) ao comparem o efeito de diferentes diluentes, sendo a base de gema
de ovo, lecitina de soja e Optixell (sem proteina animal), sobre a qualidade do sémen de
bufalos pds-descongelacdo e a taxa de concepcdo, verificaram que o diluente a base de
lecitina de soja resultou em altos parametros de motilidade total e velocidade curvilinea
quando comparado aos demais diluentes avaliados.

O mesmo foi verificado por Nadri et al. (2019) que ao avaliarem o efeito de diferentes
diluentes, sendo a base de nano lecitina de soja e um diluente comercial a base de lecitina de
soja em diferentes concentragdes (1, 2, 3 e 4% de lecitina de soja) e o diluente a base de gema

de ovo (15% de gema), sobre a qualidade e a fertilizac&o in vitro do sémen ovino. Verificaram
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que o maior percentual de motilidade e menor indice de apoptose das células foram
verificados no tratamento a base de nano lecitina de soja a 1% e a 4% quando comparado com
0s demais tratamentos, sendo verificada maior significancia na concentragdo de 2% de
lecitina. N&o sendo verificada diferenca entre os meios quanto a fertilizacdo in vitro do sémen
ovino.

Salmani et al. (2014) e Vidal et al. (2013) sugerem o uso de 0,04 e 0,08% de lecitina
de soja na criopreservacdo do sémen de carneiros, pois demonstrou resultados satisfatorios

guanto a manutencéo espermatica do sémen de carneiros com esses percentuais avaliados.

3.3 Espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo formadas a partir da reacdo de reducao
das moléculas de oxigénio. Essas substancias apresentam nimero impar de elétrons instaveis
e altamente reativos, devido tanto a agdo direta com moléculas de oxigénio, respiracao
celular, quanto a fatores externos como acdo da luz. Uma vez, sob condicdes de estresse
oxidativo, a célula perde elétrons, tornando-se uma molécula instdvel. Na tentativa de se
tornar estavel, ha um aumento dos radicais livres causando total desequilibrio no ambiente
celular denominado de estresse oxidativo (Nordberg, 2001).

As espécies reativas ao oxigénio também estdo envolvidas em varias funcbes
espermaticas essenciais como a fungdo cinética, que permite a movimentacdo espermatica
pelo trato reprodutivo da fémea. Promove a capacitacdo, funcdo fusogénica, hiperativacao,
reacdo acrossdémica, ligacdo espermatica a zona peltcida, além de promover a estabilizacdo da
capsula mitocondrial na pega intermediaria dos espermatozoides bovinos (Gongalves et al.,
2010).

A acgdo das EROS tem sido estudada na fisiologia da reproducdo, embora envolvidas
no controle fisiologico de algumas fungdes espermaticas, a producdo excessiva se torna
prejudicial uma vez que os espermatozoides sdo altamente susceptiveis as lesdes oxidativas,
resultando em perdas irreversiveis, por meio da peroxidagéo lipidica da membrana celular,
oxidacéo das proteinas e danos ao DNA (Aitken et al., 2012).

Os danos causados pelo estresse oxidativo resultam no desequilibrio entre a producéo
de espécies reativas e a falta de sistemas antioxidantes adequados. Desta maneira, é
considerada uma das causas frequentes da redugdo da qualidade espermatica e lesdes no DNA
da célula, sendo também um fator associado a baixa fertilidade e baixa producéo de embrides
normais (Guthrie et al., 2012).
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O impacto do estresse oxidativo durante o processo de armazenamento seria
minimizado através da suplementacdo dos meios diluentes com agentes antioxidantes,
garantindo maior qualidade das amostras de sémen (Michael et al., 2009). Nesse sentido,
diversos antioxidantes tém sido adicionados aos meios como superédxido dismutase, glutationa
peroxidase, glutationa, melatonina, resveratrol dentre outros, utilizados como estratégia para
melhorar a viabilidade dos diluentes de criopreservagao (De graaf et al., 2007).

3.4 Antioxidantes

Durante o0 processo da criopreservacdo do sémen ocorre reducdo da motilidade
espermatica, integridade acrossomal, viabilidade e potencial fertilizante em funcdo da
peroxidacdo lipidica desencadeada pelas EROS, tendo em vista os altos niveis de
fosfolipideos e &cidos graxos saturados e poli-insaturados (Ball, 2008).

Enzimas removedoras de EROS, como a superdxido dismutase, glutationa redutase,
glutationa peroxidase ou catalase, ja foram detectadas no espermatozoide e no plasma seminal
de varias espécies, incluindo ovinos (Bucak et al., 2008), caprinos (Bucak et al., 2009) e
bovinos (Saridzkan et al., 2009). Conforme descrito por diversos autores, inimeros
antioxidantes compostos podem ser encontrados tanto no plasma seminal quanto no
espermatozoide de varias espécies. Contudo, devido aos processos de criopreservacdo 0s
mesmos sdo reduzidos pelas técnicas utilizadas para armazenamento.

Deste modo, ressalta-se a importancia da adicdo de antioxidantes aos meios de
congelacdo do sémen, visando maior protecdo aos espermatozoides contra os efeitos lesivos

causados pelas EROS no processo de criopreservagédo (Guerra et al., 2004).

3.4.1 Glutationa

O antioxidante glutationa esta presente em grande maioria das células, na forma
reduzida (GSH), predominante no meio intracelular, ou oxidada (GSSG) como dissulfeto
resultante da oxidagio da GSH apds exposicdo ao agente oxidante. E utilizada pela enzima
glutationa peroxidase (GPx) para reduzir o peréxido de hidrogénio (H202) em agua, formando
a GSSH. Logo apos, a GSSH ¢é reduzida a GSH pela glutationa redutase, utilizando a fosfato
de dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) como co-fator (Gadea et al., 2011).

A GSH é um potente antioxidante e atua na remocdo dos radicais livres, como o

peréxido de hidrogénio, que lesa as células espermaticas, reduz a viabilidade e o potencial
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fertilizante das mesmas. E considerado um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante protegendo as células das lesGes causadas por radiacdo e luz ultravioleta
(Nehring et al., 2003). E 0 mesmo vem sendo acrescido aos meios de criopreservacao visando
maior qualidade espermaética.

Mousavi et al. (2019) compararam a adicdo dos antioxidantes glutationa nas
concentragdes de 0,5; 1; 2 e 3 mM, e adi¢éo de vitamina E nas concentragdes de 0,1 a 1,0 mM
em diluente a base de lecitina sobre a qualidade do sémen bovino e a capacidade de producao
embrionaria in vitro. E concluiram que a adicdo de 1,0 mM de glutationa proporcionou
melhor qualidade ao sémen bovino, bem como melhor fertilidade in vitro dos touros.

Shah et al. (2017) ao avaliarem a adi¢do de glutationa na criopreservacdo do sémen
bovino, verificaram que a adicdo de 0,5 mM de glutationa no diluente a base de gema
proporcionou aumento da porcentagem de espermatozoides com atividade mitocondrial e
reduziu o percentual de espermatozoides com DNA fragmentado. E ressaltaram que a
glutationa favorece a sobrevivéncia dos espermatozoides, atuando diretamente nas vias

apoptoticas e de criocapacitacao.

3.4.2 Melatonina

A melatonina  (N-acetil-5-metoxitriptamina) ¢é uma indolamina produzida
especialmente de forma enddgena a partir do aminodcido triptofano, principalmente na
glandula pineal, sendo produzida por todas as espécies de mamiferos (Haldar et al., 2010).
Além disso, a melatonina estimula a atividade de outras enzimas antioxidantes como a SOD,
GPx, glutationa redutase e catalase (Tamura et al., 2008).

Em condicdes fisiologicas, a melatonina regula a expressdo de genes relacionados a
importantes enzimas antioxidantes, que estdo envolvidas no metabolismo de derivados
oxidativos prejudiciais as celulas e ainda induz a sintese de outros antioxidantes enddgenos
(Rodriguez et al., 2004).

Alguns estudos mostram a acdo da melatonina sobre a maturagéo e cultivo in vitro de
ovacitos (Remido et al., 2016). Porém, a acdo sobre a qualidade espermética no sémen bovino
quanto ao efeito antiapoptdtico ainda ndo esta totalmente elucidada.

Souza et al. (2016) avaliaram a adi¢do de melatonina no diluente a base de gema de
ovo em diferentes concentragdes, sendo os tratamentos: Controle; 100 pM; 100 nM; 100 uM e
1 mM de melatonina. E verificaram que a adi¢cdo de melatonina a 100 nM reduziu a acdo das
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espécies reativas quando comparado aos demais tratamentos. Concluindo que a adigdo de
melatonina ao diluente de criopreservacdo do sémen ovino melhorou as taxas de fertilizacéo.

ChaithraShree et al. (2019) avaliaram a adi¢cdo de melatonina no sémen bovino na
concentracdo de 0,1, 0,2 e 0,25 mM de melatonina e verificaram que a adi¢do de melatonina
na concentragdo de 0,1 e 0,25 mM proporcionou maior protecdo a membrana plasmatica com
maior percentual das caracteristicas de velocidade e vigor.

3.5 Producao in vitro de embrides

A PIVE é uma biotécnica reprodutiva que permite a interacdo entre o espermatozoide
e 0 ovocito fora do trato reprodutivo da fémea, formando assim um novo individuo. Este
processo envolve as etapas de coleta dos ovdcitos, maturacdo in vitro (MIV), fecundacéo in
vitro (FIV) e o cultivo ou co-cultivo in vitro (CIV) de zigotos e embrides (Goncalves et al.,
2008).

A coleta de ovdcitos para producéo in vitro de embrides pode ser realizada por meio
de diversas técnicas. Ha décadas, a técnica de aspiracdo folicular transvaginal tem
apresentado maior flexibilidade e tem sido a melhor opcéo para a recuperagdo de ovdcitos in
vivo na espécie bovina (Andrade et al., 2012).

Apds a recuperacdo dos ovocitos, sdo realizados os processos de maturacgéo,
fecundacdo e cultivo embrionério in vitro em laboratério. Durante a matura¢do ocorre uma
série de mudancas no citoplasma e nucleo das células que possibilitam sua fecundacéo,
podendo se desenvolver até blastocisto.

Durante os processos de producdo embrionaria ha formacdo de espécies reativas de
oxigénio, que atuam diretamente sobre as células resultando em menores taxas de
desenvolvimento embrionario. Com o intuito de reduzir a agdo das EROS sobre 0s ovocitos e
embrides na PIVE, diversos antioxidantes vém sendo testados (Feugang et al., 2004).

Em geral, o efeito dos diferentes antioxidantes é dose dependente e alguns estudos
mostram que as concentracGes que resultaram em melhor qualidade embrionaria e taxas de
blastocistos ndo foram significativamente maiores, podendo ser explicado pelo fato das EROS
representar papel fundamental em alguns processos fisioldgicos (Takada et al., 2012).

Remido et al. (2016) ao avaliarem a utilizacdo de nanocépsulas de melatonina nas
etapas de maturagdo de ovdcitos bovinos, verificaram melhor maturacdo dos mesmos.
Ressaltaram ainda que o uso de melatonina encapsulada tem efeito superior na maturacdo dos

ovacitos in vitro quando comparada com a melatonina normalmente utilizada.
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Cavallari et al. (2019) avaliaram o efeito da melatonina na concentragdo de 1 puM
sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio durante a maturacdo de odcitos bovinos
expostos a alta temperatura na maturacao (41°C). E verificaram que a melatonina reduziu a
producdo de EROS dos o6citos submetidos ao choque térmico durante a maturacéo in vitro.

Peng et al. (2019) também verificaram que a melatonina na concentracdo de 0 a 100
KM demonstrou efeito positivo na protecdo dos odcitos sobre as espécies reativas de oxigénio
durante a fertilizacdo in vitro, resultante em melhor qualidade e quantidade de blastocistos
produzidos.

No entanto, maiores estudos sobre a concentracdo adequada de antioxidantes,
principalmente a melatonina, adicionada aos crioprotetores de sémen bovino, assim como
elucidacbes a respeito de diluidores vegetais, sdo necessarios para posterior utilizacdo na

producdo in vitro de embrides.

4. Consideracgdes Finais

O processo de criopreservacdo induz a alta producédo de espécies reativas de oxigénio,
sendo as mesmas uma das principais causas da reducdo na qualidade espermatica e na
producdo in vitro de embriGes bovinos. No entanto, varios estudos tem sido desenvolvidos
buscando uma concentracdo de antioxidantes e meios de criopreservacdo adequados que
possibilitem maior desenvolvimento espermatico e embrionario. Assim, ainda sdo necessarias
novas pesquisas quanto ao uso de diferentes diluidores e demais antioxidantes na
criopreservacao dos espermatozoides com énfase na producdo in vitro de embribes e até
mesmo acréscimo de antioxidantes aos meios de maturacdo dos possiveis embrides buscando

melhores taxas de desenvolvimento embrionario.
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