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RESUMO

Varios trabalhos demonstram que o oxigénio pode dar origem a varias
espécies reativas (EROs) que, ao entrar em contato com a membrana
plasmatica dos espermatozodides, atacam as cadeias de Aacidos graxos
poliinsaturados presentes na membrana e desencadeia o processo de
peroxidacdo lipidica. As lesdes oxidativas podem alterar a fluidez da
membrana espermatica comprometendo 0 desempenho dos
espermatozoides no sémen fresco e criopreservado. Os animais podem
utilizar antioxidantes enzimaticos ou antioxidantes naturais como as
vitaminas E e C para minimizar os efeitos da peroxidacdo lipidica nos
espermatozoides. O objetivo deste trabalho é discutir como o processo
oxidativo afeta o desempenho dos espermatozdides e as propriedades
antioxidades provenientes das vitaminas e minerais sobre o metabolismo

dos espermatozdides de mamiferos.
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ABSTRACT

Several studies have shown that the oxygen can give rise to several
reactive species (ROS) which, in contact with the plasma membrane of
spermatozoa, attack the chain polyunsaturated fatty acids present in the
membrane and triggers the process of lipid peroxidation. Oxidatives lesions
can change the fluidity of sperm membrane compromising the performance
of spermatozoa in fresh semen and cryopreserved. Animals can use
enzymatic antioxidants or natural antioxidants such as vitamins E and C to
minimize the effects of lipid peroxidation in spermatozoa. The objective of
this work is to discuss how the oxidation process affects the performance of
the spermatozoa and the antioxidant properties from vitamins and minerals
on the metabolism of mammalian spermatozoa.
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Introducao

O processo de peroxidacdo causado pela presenca de oxigénio sobre os
componentes bioldgicos ja vem sendo objeto de estudo desde o final de
século XIX (LORRAIN-SMITH, 1899), uma vez que o estresse oxidativo pode
causar apoptose e morte de varios tipos de células (SANTANAM et al.,
1998; LIU et al., 2003). Além disso, o estresse oxidativo esta relacionado
com anomalias na fertilizagdo e no desenvolvimento embrionario (NAVARRO
et al., 2004; 2006).

ABDALLA et al. (2001), concluiram que o processo de peroxidacao

lipidica é iniciado pela reacdo de um radical livre com um &cido graxo
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insaturado e se propagada por radicais peroxilas resultando na formacao de
hidroperéxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malonaldeido e
isoprostanos, que podem ser detectados em amostras bioldgicas e utilizados
para se avaliar o estresse oxidativo.

Sabe-se que quanto maior a temperatura e concentragcao de oxigénio no
meio, maior a taxa de peroxidacao lipidica, a qual pode ser medida através
da producdao de malonaldeido (ALVAREZ et al., 1987). Inversamente,
quanto maior a atividade das enzimas antioxidantes, menor a taxa de
peroxidacdo lipidica. Sendo assim, o equilibrio entre esses fatores
determina a taxa final de peroxidacdo lipidica in vitro (ALVAREZ et al.,
1987).

Peroxidacao lipidica e agentes oxidantes

O processo de peroxidacdo oxida componentes celulares como tidis,
cofatores enzimaticos, proteinas, nucleotideos e lipidios, principalmente
acidos graxos poliinsaturados (AGPI) e é mediado por espécies reativas de
oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), conhecidas
genericamente como radicais livres (RL), (GILLER e SIGLER, 1995; ROMERO
et al., 1998). A reacdao destas espécies com os AGPI, presentes nas
membranas celulares e nas lipoproteinas, inicia um processo em cadeia
conhecido como peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO), que pode ser
avaliado e utilizado como um indicador do estresse oxidativo na célula.

Um RL pode ser um atomo ou uma molécula que contém um ou mais
elétrons desemparelhados (HALIWELL, 1987). J& as EROs incluem todos os
radicais do oxigénio tais como o anion radical superéxido (Oe-), radical
hidroxila (HOe), radical alquila (Le), alcoxila (LOe) e peroxila (LOOe),
(BARBER e BERNHEIM, 1967; CHANGE et al., 1979). ]J& nas ERNs estado
incluidos o peroxinitrito (ONOO-), o 6xido nitrico (eNO) e o radical didxido
de nitrogénio (eNO;), (EISERICH et al., 1998; HOGG, KALYANARAMAN,
1999). O anion peroxinitrito (ONOO-), o acido hipocloroso (HOCI), o
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peroxido de hidrogénio (H,0;), o oxigénio (0O,) e o ozbnio (0O3) ndo sao
radicais livres, mas podem induzir reagdes radicalares no organismo, sendo
por isso também considerados espécies reativas (PORTER, 1984; BENZIE,
1996; PATEL, 1999).

O oxigénio tem papel importante na producdo de RL, pois forma as
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) ou Radicais Livres de Oxigénio (RLOs)
que podem ser oriundos do processo de fagocitose (MCCORNICK et al.,
1996), ciclo das prostaglandinas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999) e da
respiragao mitocondrial (KOWALTOWSKI, 2000; ABUJA e ALBERTINI, 2001).

O processo de peroxidacdo lipidica tem inicio quando as EROs retira o
hidrogénio (He) de um grupo metil (-CH»-) adjacente a dupla ligacao do
acido graxo poliinsaturado. A retirada desse hidrogénio deixa um elétron
desemparelhado no carbono formando um radical lipidico ou alila (GIROTTI,
1998). Apods isso ocorre um rearranjo molecular e a adicdo de oxigénio ao
radical alila o que forma o radical peroxila (ABUJA e ALBERTINI, 2001). Este
radical pode retirar um hidrogénio de outro acido graxo poliinsaturado
formando hidroperdxido de lipidio e radical alila (KAPPUS, 1987; HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 1999). O radical peroxila forma perdxidos ciclicos que ao
final de uma cascata de eventos forma malondialdeido (MDA), (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 1999). O hidréxido de lipidio na presenca de ion férrico
(Fe,+) sofre rapida decomposicdo gerando radical alcoxila e HOe. Assim o
HOe ¢ altamente reativo e danifica lipidios, acUcares, proteinas e DNA
(EMERIT et al, 2001). O radical alcoxila reage com acido graxo adjacente
formando radical lipidico que entrarda novamente no processo de

peroxidacdo lipidica.
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FIGURA 1 - Esquema das principais reacdes ocorridas durante o processo de peroxidacido lipidica.

Os organismos vivos tém um especifico mecanismo antioxidante contra o
ataque dos radicais livres que sdo constantemente produzidos pelas células
(SURAI, 2002). Na natureza podem ser encontrados agentes antioxidantes
nas formas lipossoluveis (vitamina E, carotendides, coenzima Q, etc.),
hidrossolluveis, sintetizadas pelo organismo (acido ascobico, glutationa,
taurina, etc.) ou que fazem parte dos alimentos (minerais, vitamina E,
carotendides, etc.). Além disso, o organismo vivo produz enzimas
antioxidantes que requer mineral como co-fator, um exemplo disso é o
selénio (Se), um importante mineral para a familia das enzimas glutationa
peroxidases (GSH-Px), o Zn, Cu e Mn que fazem parte do funcionamento da
familia das enzimas peroxidases dismutases (SOD) e o ferro o qual é
essencial para as catalases. Neste sentido, a deficiéncia organica desses
elementos causa estresse oxidativo e, consequentemente, danos as

moléculas e membranas bioldgicas (SURAI, 2002).
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FIGURA 2 - Esquema representativo da peroxidacio lipidica, enfocando as principais substancias formadas durante o
processo e as metodologias disponiveis para a sua avaliacao.

Danos oxidativos na reproducao

Os espermatozodides sdo células susceptiveis a danos peroxidativos por
apresentarem, em suas membranas, grandes quantidades de acidos graxos
poliinsaturados (POULOS et al., 1973).

Recente estudo concluiu que a peroxidacdo lipidica da membrana
plasmatica prejudica a funcao espermatica no sémen fresco e apds a
criopreservagao do mesmo (ARRUDA et al.,, 2007). O mecanismo de
peroxidacdo estd correlacionado com a diminuicdo da motilidade

espermatica em coelhos, uma vez que o efeito i6nico necessario a
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motilidade espermatica exige uma membrana plasmatica intacta (ALVAREZ
e STOREY, 1982).

Segundo JONES e MANN (1976), a perda de fosfolipidios de membrana
durante a peroxidacdo lipidica nos espermatozdides de ovinos, causou
diminuicdo da motilidade dos espermatozodides, bem como danos ao
acromossoma da célula. Além disso, ocorreu aglutinacdo espermatica a
medida que se perdeu fosfolipidios endégenos.

Espermatozdides de ovinos e touros, estocados a 4°C, sofreram a perca
de fosfolipidios de membrana através da peroxidacgdo lipidica que acarretou
a toxidade do meio e a diminuicdo da motilidade dos espermatozdides nas
duas espécies (JONES e MANN, 1973; MANN e LUTWAK-MANN,1981).

Na espécie suina, o processo de peroxidacdo nao diferiu estatisticamente
no sémen fresco e no sémen contendo gema de ovo no diluente, quando os

mesmos foram estocados a 5°C, durante trés dias (MROTEK et al., 1966).

Vitaminas e minerais como antioxidantes

Os mais importantes agentes antioxidantes naturais sdao as vitaminas E e
C. Além disso, as plantas pigmentadas contém carotendides que tem
capacidade antioxidante (SURAI, 2002; 2006).

No organismo vivo todos os agentes antioxidantes sao trabalhados em
equipe, como um “sistema oxidante”, responsavel pela prevencao dos
efeitos dos radicais livres e de produtos tdéxicos do metabolismo ao
organismo. Um exemplo deste mecanismo, é a “equipe” formada pelas
vitaminas E e C e o mineral selénio (Se), que trabalham conjuntamente
convertendo os radicais livres em espécies nao reativas. A ajuda externa
contra os radicais livres pode ser providenciada por uma dieta suplementar
com antioxidantes e minerais como o selénio (SURAI, 2002; 2006).

As células eucaridticas contém moléculas que limitam os danos
oxidativos sobre as moléculas organicas. Este mecanismo de defesa utiliza a
vitamina C, A e E e o B-caroteno (MCCALL e FREI, 1999). As enzimas

antioxidantes e o acido ascébico reage com EROs protegendo as células
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contra os efeitos nocivos da peroxidacdo Ilipidica (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999). Neste sentido a vitamina C tem a capacidade de
reduzir os metais que reagem com o O; para a formacao de compostos
oxidantes (GRIFFITHS e LUNEC, 2001). Além disso, as enzimas
antioxidantes agem removendo as EROs inibindo, com isso, o processo de
peroxidacdo lipidica (FRIDOVICK, 1986).

Outro elemento implicado na degradacdo dos perdxidos de hidrogénio é o
selénio (Se), (ALVAREZ e STOREY, 1989). O mineral selénio é cofator da
Glutationa Peroxidase (GPx), uma das enzimas que catalisa a degradacgao
dos peroxidos (WHANGER e BUTLER, 1988). A atividade GPx é encontrada
no sémen de varias espécies, entre elas os coelhos e caprinos, nos quais
exerce diferentes papéis de protecdo na degradacdo de hidroperdxidos
(VIRAG e MEZES,1994; MARIN-GUZMAN et al., 1997).

Durante o metabolismo aerdbico dos espermatozdides de touro, em meio
de gema de ovo, o peroxido de hidrogénio formou-se inibindo a respiragao e
a motilidade. Este composto também tem sido detectado como um produto
metabdlico dos espermatozdides de javali e carneiro, em células lavadas e
na presenca de plasma (TOSIC e WALTON, 1950).

Autores relatam que durante a peroxidacdo lipidica ocorrem mudancas
na membrana espermatica e acrossOmica, aumentando da permeabilidade
celular e causando a perca de lipoproteinas, enzimas e coenzimas na célula
espermatica (JONES e MANN, 1973). Os antioxidantes desempenharam um
papel importante na reproducdo de ratos de laboratério (DAS et al., 2006).
Neste sentido, antioxidantes incluindo vitamina E melhoraram a motilidade
espermatica, a qualidade do sémen e a fertilidade em ratos (YOUSEF et al.,
2003).

Nos Uultimos anos, a vitamina E e outros suplementos tém sido
amplamente utilizados nas dietas de ratos, em varios niveis, para melhorar
o desempenho produtivo e reprodutivo destes animais (CHINOY e SHARMA,
1998). A suplementacao com vitamina E também aumentou a producao

total de espermatozdides e a concentracdo espermatica (SONMEZ et al.,
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2007) em javalis e aves. Outros estudos encontraram melhorias na
quantidade e qualidade de espermatozdides de animais suplementados com
vitaminas C e E (CEROLINI et al., 2006). Assim a vitamina E exerce efeito
protetor sobre a integridade da membrana espermatica (YOUSEF et al.,
2003), uma vez que a fluidez da membrana é um importante determinante
de funcgOes celulares normais. Esta caracteristica é, sobretudo, dependente
da constituicdo lipidica e do grau de insaturacdo de AGPI. Um maior grau de
insaturacao de AGPI na membrana dos espermatozdides afetou a
quantidade e a concentracdo espermatica (LENZI et al., 2000).

NASEEM et al., (2007), revelaram que animais suplementados com niveis
suficientes de vitamina E e gorduras nas dietas, tendem a ter maior
concentracdo de espermatozoides. Entretanto, a suplementacdo de vitamina
E na dieta de ratos exerceu efeitos mais significativos no aumento da
concentragdo espermatica quando comparado ao grupo arragoado com
gordura (6leo de soja).

A relacdao da deficiéncia de vitamina E, também chamada de “anti-
esterilidade”, com o baixo desempenho reprodutivo masculino foi
estabelecida hd mais de trés décadas (UZUNHISARCIKLI et al, 2007). Nos
ratos, a vitamina E mostrou evitar a peroxidacdo lipidica dos
espermatozoides (RAO e SHARMA, 2001). UZUNHISARCIKLI et al., (2007),
relataram que a vitamina E melhorou o estresse oxidativo nos
espermatozoides ajudando-os a manter a melhor capacidade de fertilizagao.
Além disso, acredita-se que a vitamina E seja um dos componentes
principais do sistema antioxidante dos espermatozdides (WANG et al.,
2007), pois é um dos principais protetores contra o ataque das EROs
(YOUSEEF et al., 2003).

Estudo mostrou que a dieta suplementada com acido ascébico melhorou
a concentragcao, a motilidade e a capacidade fertilizantes dos
espermatozoides (CANYURT et al., 2008). Ja a adicao de vitamina E aos

espermatozoides de peru aumentou a sobrevivéncia espermatica, a
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integridade da membrana e reduziu a perda de motilidade apdés 48 h de
armazenamento dos espermatozoides (DONOGHUE et al., 1997).

Estudo revelou que a adicao de vitamina E ao diluidor de sémen ovino,
foi melhor que a adicdo de acido ascébico. Uma vez que a vitamina E foi
capaz de manter a motilidade e a integridade da membrana espermatica,
ap6s 48h de conservacdo dos espermatozdides a 5°C (HERADMAND et al.,
2006).

Considerando que o teste de termo-resisténcia € um bom indicador da
viabilidade espermatica no sistema genital feminino, autores afirmam que a
adicao de 600mM/L de vitamina C ao diluidor tris-gema pode ser utilizada
para minimizar os efeitos negativos da peroxidacao lipidica em
espermatozoides ovinos (PEIXOTO et al., 2008).

Consideracgoes finais

Autores afirmam que o metabolismo espermatico propicia o processo de
peroxidacdo lipidica, sendo este um importante fator negativo na
reproducdo animal, a medida que traz danos aos espermatozdides. Estudos
revelam que o aporte adequado de antioxidantes, como vitamina C, E, B-
caroteno e minerais como o0 zinco e selénio, pode minimizar as
conseqliéncias do processo peroxidativo sobre a membrana espermatica dos
animais. Em conclusdo, estas evidéncias sugerem que os antioxidantes
oriundos das vitaminas apresentam-se como um importante aliado contra
os danos oxidativos nos espermatozdides, quando sao administrados de
tanto na alimentacdao quanto associados aos diluidores, visando com isso a

preservacao do sémen de animais economicamente importantes.
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