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RESUMO

O emprego da criopreservacdo espermatica na reproducdo equina representou um grande
avanco para o desenvolvimento da espécie. Entretanto a utilizacdo de biotecnicas como a
refrigeracéo e congelacéo espermatica imprime sobre as células danos fisicos e quimicos que
resultam em elevacao nos niveis de espécies reativas do oxigénio (EROs), estresse oxidativo e
injurias irreversiveis aos espermatozoides. Visando amenizar as consequéncias do estresse
oxidativo, diversas substancias com propriedades antioxidantes sdo adicionadas aos meios
diluidores durante a criopreservacgdo, apesar disto, na maioria das vezes 0 mecanismo de acao
desencadeado por estes antioxidantes ndo é bem esclarecido. Diante disto, objetivou-se com o
presente estudo referenciar os principais agentes antioxidantes utilizados na criopreservacéo
de garanhd@es e seus mecanismos de a¢ao.

Palavras-chave: radicais livres, antioxidantes, sémen, equino.

KEY OF MECHANISMS OF ACTION ANTIOXIDANTS USED IN
CRYOPRESERVATION SPERM STALLIONS

ABSTRACT

The use of sperm cryopreservation in equine reproduction represented a major breakthrough
for the development of the species. However the use of biotechnologies such as refrigeration
and freezing sperm prints on the physical and chemical damage cells that result in increased
levels of reactive oxygen species (ROS), oxidative stress and irreversible injury to sperm.
Aiming to mitigate the consequences of oxidative stress, different substances with antioxidant
properties are added to extenders for cryopreservation, despite this, most of the time the
mechanism of action triggered by these antioxidants is not well understood. In view of this,
the aim with this study reference the main antioxidants used in cryopreservation stallions and
their mechanisms of action.
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MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIOXIDANTES QUE SE UTILIZAN EN
CRIOPRESERVACION ESPERMATICA DE CABALLOS
RESUMEN

El uso de la criopreservacion de espermatozoides en reproduccion equina representa un
avance importante para el desarrollo de la especie. Sin embargo, el uso de las biotecnologias,
como la refrigeracion y congelacion de esperma impresiones sobre las células de dafios fisicos
y quimicos que resultan en un aumento de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS),
estrés oxidativo y el dafio irreversible a los espermatozoides. Con el objetivo de mitigar las
consecuencias del estrés oxidativo, se afiaden diferentes sustancias con propiedades
antioxidantes de diluyentes para la criopreservacion, a pesar de esto, la mayoria de las veces
el mecanismo de accion provocada por estos antioxidantes no se entiende bien. En vista de
esto, el objetivo de este estudio de referencia los principales antioxidantes utilizados en los
sementales de criopreservacion y sus mecanismos de accion.

Palabras clave: los radicales libres, los antioxidantes, el semen, caballo.
INTRODUCAO

A utilizacdo do sémen criopreservado é uma pratica amplamente utilizada na maioria
das racas dentro da espécie equina, realizando-se biotécnicas como refrigeracao e congelacéo
de sémen, que permitem a manutencdo da viabilidade celular por tempo prolongado pela
preservacdo pelo frio (1).

Diferente de outras espécies, 0s equinos geralmente ndo sdo selecionados de acordo
com sua capacidade reprodutiva, levando-se em consideragdo, na maioria das vezes,
exclusivamente a sua performance atlética ou caracteristicas fenotipicas, em detrimento de
sua qualidade seminal, acarretando em um grande nimero de garanhdes com sémen sensivel a
criopreservagao (2).

Um dos fatores relacionados a queda na viabilidade dos espermatozoides equinos
durante os processos de refrigeracdo e congelacdo é a alta predisposicdo destas células a
sofrerem danos oxidativos resultantes da elevacdo nos niveis de espécies reativas do oxigénio
(EROs) (3,4). Em pequenas quantidades, as EROs desencadeiam eventos de sinalizagéo
celular e regulacdo da maturacdo, capacitacdo, hiperativacdo espermatica, reacdo acrossomal e
a unido entre espermatozoide e o6cito (5-7).

Entretanto, quando em elevadas concentragbes sdo prejudiciais, levando ao estresse
oxidativo, induzindo peroxidacéo lipidica, fragmentacdo do &cido desoxirribonucleico (DNA)
e apoptose precoce das células (8). Neste contexto, a adicdo de agentes antioxidantes aos
meios diluidores visa balancear a concentracdo de EROs objetivando reduzir os danos
promovidos nos espermatozoides.

Diversos antioxidantes existentes tém sido utilizados como suplementos em meios
diluidores de sémen equino, dentre eles a superoxido dismutase (9), glutationa peroxidase
(10), catalase (11,12), o-tocoferol (13-15), acido ascérbico (11,14), butil-hidroxitolueno
(BHT) (2,12) e quercetina (16,17). Esta revisdo bibliografica visa atualizar os conhecimentos
sobre a aplicagdo e o0s mecanismos de acdo de alguns antioxidantes utilizados na
criopreservacao de espermatozoides equinos.

METABOLISMO ESPERMATICO E FORMACAO DAS ERO

Os espermatozoides sdo células altamente especializadas com a funcdo de fertilizar e
transferir o material genético masculino ao gameta feminino (18). Para se locomover e
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desempenhar sua funcdo, as células espermaticas dos equinos tém como principal fonte de
energia as moléculas de adenosina trifosfato (ATP), resultantes do metabolismo da glicose
(19).

Durante 0 metabolismo espermaético, a molécula de glicose e seus substratos passaréo
por etapas importantes, como a glicolise, passando pelo complexo piruvato-desidrogenase e
ciclo do &cido citrico (20). Ao longo destas etapas sdo formadas coenzimas reduzidas como as
nicotinamida-adenina-dinucleotideo reduzida (NADH) e flavina-adenina-dinucleotideo
reduzida (FADHy), e cada uma tém a funcdo de carrear um par de elétrons, liberados durante
as reacOes de desidrogenacao ocorridas no metabolismo da glicose, direcionando-os a cadeia
de transporte de elétrons (20,21).

A cadeia de transporte de elétrons é uma etapa regida por reagdes que ocorrem nos
diversos complexos enzimaticos inclusos na membrana interna da mitocéndria. Ao todo séo
quatro complexos (I, I1, 11l e 1VV) compostos por proteinas que tém a funcdo de permitir e
auxiliar no transporte de elétrons dentro da cadeia, resultando na transferéncia de energia para
fosforilacdo oxidativa e sintese de ATP (22).

Os NADH atuando no complexo | e o0s FADH2 no complexo I, véo transferir seu par
de elétrons para outra coenzima a ubiquinona (Q) se convertendo em ubiquinol (QH>), que
por sua vez tem a fungdo de carrear os elétrons em direcdo a moléculas de citocromos C (Cit
C) no complexo Ill, ao chegar no complexo IV os Cit C passam seus elétrons ao oxigénio
(O2), aceptor final dos elétrons na cadeia, formando moléculas de agua (H20) (21).

Durante a transferéncia do par de elétrons dos NADH e FADH; as Q, bem como pela
transferéncia dos elétrons dos QH: aos Cit C, ocorre a formacéo do radical intermediério, o
anion semiquinona (Q") que ocasionalmente ¢ capaz de transferir este elétron desemparelhado
a uma molécula de O- circulante, promovendo a formacdo da ERO radical superéxido (O27)
(23) (Figura 1).
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Figura 1. Formacao do radical superéxido (O;") durante a cadeia de transporte de elétrons.

Este aparentemente é o principal mecanismo responsavel pela producéo das EROs e sua
ocorréncia € mais comum nos complexos | e Ill, atribuindo-se uma probabilidade de efuséo
de elétrons, duas vezes maior ao complexo Il quando comparado ao complexo | (24).
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PRINCIPAIS EROs

As principais EROs conhecidas resultantes do metabolismo espermatico sdo o Oz, o
peroxido de hidrogénio (H20>) e o radical hidroxil (OH*®) (21,25,26).

RADICAL SUPEROXIDO (02)

O Oz ¢ um radical livre formado a partir da reagdo entre um elétron livre e uma
molécula de O, este é gerado principalmente durante a cadeia respiratoria mitocondrial, e € 0
precursor da maioria das EROs (21,23) (Figura 2).

+ -
02 (e]é:‘on) O 2

Figura 2. Reacdo entre uma molécula de oxigénio (O.) e elétron livre promovendo a formacgéo do
radical superoxido (O2").

A maior parte do O2" é produzido dentro da matriz mitocondrial, este radical livre ¢é
incapaz de atravessar as membranas lipidicas e tem vida curta sendo rapidamente convertido,
por acdo enzimatica, a H.O; (26-28).

PEROXIDO DE HIDROGENIO (H202)

O H:0, é formado quando duas moléculas de O2™ reagem com dois H*. Esta reacao
pode ocorrer espontaneamente ou catalisada por acdo da enzima superoxido dismutase (SOD),
comumente encontrada nas células dos mamiferos (21,23,29) (Figura 3).

20, + 2H* = H,0, + 0,

Figura 3. Formacdo do peroxido de hidrogénio (H20>) a partir da reagdo entre dois ions superdxido
(O27) e dois protons de hidrogénio (HY).

O H20. formado por dismutagdo do Oz, por possuir estabilidade em sua estrutura, ndo
é considerado propriamente um radical livre, entretanto é precursor na formagdo de uma
potente ERO, o OH®, além disto, o H2O, possui meia-vida longa e capacidade de se difundir
pelas membranas bioldgicas (7,23,30,31).

RADICAL HIDROXIL (OH*)

O OH*® é considerado um dos mais potentes agentes oxidantes, sendo capaz de
atravessar membranas e reagir com moléculas tais como lipideos insaturados das membranas
e DNA. Este é formado a partir do H>O2 e sua estrutura € composta por um atomo de
hidrogénio ligado a um &tomo de oxigénio, onde um dos elétrons do O encontra-se
desemparelhado (23).

Este radical é formado quando uma molécula de H2O. recebe um elétron livre,
decorrendo de reagGes envolvendo o ion férrico (Fe?*) ou fon cobre (Cu*), denominada reacéo
de Fenton (7,21) (Figura 4), ou quando um H2O: recepta um elétron proveniente do O,
denominada reagéo de Haber-Weiss (7,30) (Figura 5).
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(elétron)

H,0, + Fe?*/Cu* — OH"+ OH™ + Fe3*/Cu?*

Figura 4. Reacéo de Fenton.

(elétrom)

H,0, + O,” — OH'+ OH + O,

Figura 5. Reacdo de Haber-Weiss.
PEROXIDACAO LIPIDICA

As células espermaticas dos mamiferos contém em sua membrana uma concentracdo
elevada de acidos graxos polinsaturados, embora a presenca de elevadas concentracdes destes
acidos graxos garanta maior fluidez e flexibilidade a membrana do espermatozoide, também a
torna mais susceptivel a acdo deletéria das EROs, que sdo capazes de desencadear uma
sequéncia de reacdes resultando, por vezes, em lesdo irreversivel a membrana (6,30,32).

O processo de peroxidacgdo lipidica decorre principalmente da acdo do OH®, que ao
sequestrar um H* de um é&cido graxo polinsaturado pertencente a bicamada fosfolipidica das
membranas celulares, promove a desestabilizagdo deste formando uma regido de
instabilidade, o radical alquil (R*®), possuindo um elétron despareado. Este por sua vez, reage
com uma molécula de O, podendo formar outros dois radicais, alcoxil (RO®) ou peroxil
(ROQ*), que tendem a se estabilizar retirando uma molécula de H* e um elétron pertencentes
aos fosfolipideos adjacentes, formando hidroperéxido lipidico (ROOH) e levando a formacéo
de um novo R®, promovendo uma reacdo em cadeia (30,33) (Figura 6).

OH*

Figura 6. Esquematizacdo da reacdo em cadeia ocorrida durante a peroxidacdo lipidica.

Caso esta sequéncia de reagdes ndo seja interrompida, pode resultar na comunicagao
entre duas regides de instabilidade (R*—R°®, R*—ROO® ou ROO*—ROQ*®) e esta reacdo &
incompativel com a manutengdo da estrutura da membrana afetando sua fluidez, elasticidade
e permeabilidade, resultando em perda de viabilidade celular (34).

Os ions metalicos de ferro e cobre, também sdo capazes de desencadear a peroxidagdo
lipidica, podendo doar ou sequestrar elétrons dos ROOH promovendo desestabilizacdo do
acido graxo reiniciando a reagdo em cadeia (33) (Figura 7).
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(elétron)

ROOH+ Fe**/Cut == RO* + OH™ + Fe¥*/Cu?*

ou
®

(elétron)

ROOH+ Fe3*/Cu?* == ROO*+ H* + Fe**/Cu*

Figura 7. Participacéo dos ions metélicos (Fe?*/Cu* ou Fe**/Cu?") da desestabilizacdo do
hidroperdxido lipidico (ROOH) e desencadeamento da peroxidacao lipidica.

CRIOINJURIAS

Durante o processo de criopreservacdo 0s espermatozoides sdo submetidos a injdrias
decorrente do estresse térmico, o que promove alteragdes funcionais e estruturais as células,
podendo resultar em queda na motilidade e comprometimento da capacidade de fertilizar (26).

Sugere-se que durante a preservacdo pelo frio as mitocondrias podem sofrer danos,
levando ao comprometimento do metabolismo energético dos espermatozoides e aumento na
producdo de EROs, sendo relacionado com reducdo na cinética espermatica e maior
fragmentacdo de DNA (35).

Além disto, a maior ocorréncia de peroxidacdo lipidica, resultante da elevacdo nos
niveis de EROs, € considerada um dos principais danos causados pela criopreservacao por
promover desestruturacdo e aumento da permeabilidade da membrana, sendo indicado como
um importante causador de danos subletais as células espermaticas nos equinos (3,36).
Observou-se que quando hd o aumento da producdo de perdxidos lipidicos (R® ou ROO*®)
ocorre uma queda na motilidade espermatica, reduzindo a capacidade da fertilizacdo (25).

Portanto a incorporacdo de agentes antioxidantes aos meios diluidores durante a
refrigeracdo e congelagdo espermatica € indicado como uma importante ferramenta para
reduzir os danos decorrentes da elevacdo nos niveis de EROs resultantes do processo de
criopreservacao.

PRINCIPAIS ANTIOXIDANTES E SUAS FUNCOES

Durante o metabolismo oxidativo que ocorre nas mitocondrias, cerca de 0,1 a 4% do O>
utilizado na respiracdo promovem a formagédo de O, quantidade mais que suficiente para
induzir efeitos deletérios as células, necessitando que estes radicais sejam rapidamente
neutralizados por agentes antioxidantes (20).

Para tal, as células espermaticas possuem compostos com fungdo de combater o excesso
de EROs e manter a homeostase celular, além disto sdo amplamente adicionadas aos meios
diluidores de sémen, substancias naturais e sintéticas com fungdes antioxidantes (25).

Os antioxidantes nas células espermaticas agem basicamente de duas maneiras, eles
podem impedir a producédo das EROs ou interromper a reacdo em cadeia que ocorre durante
peroxidacdo lipidica (37), podendo ser definidos como enzimaticos, quando sua funcdo
antioxidante € desempenhada por enzimas, e ndo enzimaticos (38).
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ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Os antioxidantes enzimaticos compdem o primeiro sistema de defesa a agir nas células,
neutralizando o excesso de EROs e prevenindo danos a estrutura celular. Fazem parte deste
grupo, principalmente, a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx) que em agéo conjunta convertem O2™ em H>0 (27,39).

SUPEROXIDO DISMUTASE

A SOD é um antioxidante enzimatico encontrado na matriz mitocondrial, no citosol e
no plasma seminal, tem a funcdo de converter duas moléculas de O2” em H20z e Oz, por meio
de reagéo de dismutacéo (29) (Figura 8).

20, +2H* == H,0,+ 0,

Figura 8. Reacdo de formacdo do peroxido de hidrogénio (H.0;) catalisada pela enzima superoxido
dismutase (SOD).

Segundo Kankofer et al. (40), foi encontrada significativa atividade antioxidante no
plasma seminal resultante da presenca da enzima SOD. Foi observado também que a
administracdo exdgena de SOD ao ejaculado equino promoveu resultados significativo dos
parametros de motilidade progressiva e integridade de membrana (9).

GLUTATIONA PEROXIDASE

Outra enzima amplamente encontrada nas células é a GPx, presente na matriz
mitocondrial, espaco intermembranas e citosol. Sua funcdo antioxidante é executada ao retirar
H™ e elétrons de duas moléculas de glutationa reduzida (GSH) doando-os ao H2Oz, resultando
em duas moléculas de H>O e uma de glutationa oxidada (GSSG) (21,23) (Figura 9).

H,0, + 2GSH === 2H,0 + GSSG

Figura 9. Acdo da glutationa-peroxidase (GPx) na remocdo do peroxido de hidrogénio (H20,),
convertendo glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG).

A acdo da GPx nos epermatozdides dos mamiferos é responsavel por reduzir a
ocorréncia de peroxidacao lipidica em virtude de sua capacidade em reduzir os niveis de H20»
circulantes (41).

Oliveira et al. (10) em estudo com a especie equina, observaram que a adigdo de 2,5
mM de glutationa peroxidase ao meio diluidor para congelacdo foi capaz de preservar
motilidade total, motilidade progressiva, viabilidade e integridade da membrana plasmatica,
entretanto, concentracdes superiores a 2,5mM deste antioxidante promoveram efeito deletério
sobre os espermatozoides.
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CATALASE

A CAT também é responsavel por decompor as moléculas de H>O2, convertendo-as a
H20 e O>. Normalmente localiza-se nos peroxissomos, que sao organelas presentes no citosol
das células dos organismos eucariontes (38) (Figura 10).

CAT
2H,0, = 2H,0+ 0,

Figura 10. Conversdo de peroxido de hidrogénio (H202) a agua (H20) e oxigénio (O-) por acdo da
catalase (CAT).

Apesar da comprovada fungédo antioxidante representada pela CAT, Arich et al. (11),
observaram que a inclusdo de 1.8 unidades/L deste antioxidante ao meio diluidor para
refrigeracdo de sémen de equinos implicou em menores parametros de cinética espermaética e
integridade de membrana ap6s 24 horas de refrigeracédo a 5°C.

Ja em estudo semelhante, Ball et al. (12) ao avaliarem a acdo da CAT sobre o sémen
equino refrigerado a 5°C durante 72 horas, apesar de ndo terem observado melhores indices
de motilidade espermatica, evidenciaram maior manutencdo da integridade acrossomal para
as amostras acondicionadas na auséncia do plasma seminal e tratadas com o antioxidante.

Em alguns casos, a linha priméria de defesa contra as EROs, representada pelos
antioxidantes enzimaticos, € insuficiente para promover reducdo satisfatoria dos agentes
oxidantes e homeostase celular aos espermatozoides, sendo necessario lancar méo da inclusao
de antioxidantes ndo enzimaticos naturais ou sintéticos aos meios diluentes de sémen (40).

ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICOS

Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo substancias de baixo peso molecular que atuam
como removedores dos agentes causadores dos danos oxidativos ou como reparadores da
lesdo ja iniciada. Estes podem ser de origem natural, geralmente provenientes de vegetais, ou
de origem sintética (42).

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos envolvidos na reproducao, destacam-se o acido
ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), butil-hidroxitolueno (BHT) e a quercetina
(6,12,16,42).

VITAMINA E (a-TOCOFEROL)

A vitamina E ou o-tocoferol (CaoHs002) (Figura 11), é um poderoso antioxidante,
lipossoltvel, presente na membrana interna das mitocondrias, com a funcdo de doar elétrons e
H* ao ROO®, interrompendo a reagdo em cadeia durante a peroxidacéo lipidica (31) (Figura
12).

CH,
HO CH, CH, CH,

H,C O n CH,
CH, 3

Figura 11. Estrutura molecular do a-tocoferol.
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Figura 12. Mecanismo de a¢ao do a-tocoferol estabilizando o radical peroxil interrompendo a
peroxidacéo lipidica.

Em estudo de Yousefian et al. (15), ndo foi notado efeito positivo da incluséo da
vitamina E sobre a cinética espermatica, integridade de membranas ou lipoperoxidacao
durante a refrigeracdo do sémen equino.

Ja Almeida e Ball (13), observaram que a inclusdo do a-tocoferol no sémen fresco de
garanh@es resultou em maior numero de espermatozoides com motilidade progressiva sem
que houvesse reducdo da peroxidacdo lipidica, entretanto quando as amostras foram
submetidas a refrigeracdo a 5°C por 48 horas, a inclusao do antioxidante resultou em menores
indices de peroxidacdo lipidica.

Resultados semelhantes foram encontrados por Franco et al. (14) em estudo com sémen
equino congelado, evidenciando que a incorporagdo de a-tocoferol ao meio diluidor
promoveu menores indices de peroxidacao lipidica e maior viabilidade celular.

VITAMINA C (ACIDO ASCORBICO)

Outro importante antioxidante ndo enzimatico ¢ a vitamina C ou 4acido ascérbico
(CeHsOs) (Figura 13). Esta funciona como agente redutor doando elétrons e H" as EROs,
convertendo-as em espécies inofensivas e devido ao seu carater hidrossollvel, é incapaz de
debelar diretamente a peroxidacdo lipidica, agindo em associacdo com a vitamina E para
executar tal fungéo (43) (Figura 14).

—ulf] o
=

HO

HO OH

Figura 13. Estrutura molecular do &cido ascérbico.
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Figura 14. Acido ascorbico promovendo a estabiliza¢io do a-tocoferol durante a peroxidagéo lipidica.

A inclusdo de &cido ascérbico no meio diluidor de refrigeracdo para sémen equino, na
concentracdo de 0,9 g/L, para as amostras mantidas a 5°C durante 24, 48 e até 72 horas,
resultou em melhores indices de integridade de membrana quando comparado aos grupos
desprovidos deste antioxidante (11).

Em contrapartida, é sugerido que a vitamina C também apresente uma fungdo pro-
oxidante, sendo capaz de doar elétrons aos jons metalicos Fe®* e Cu?*, tornando-0s compostos
metalicos reduzidos, que vao participar da reacdo de Fenton, convertendo H.O, a OH®,
imprimindo danos as biomoléculas (16,31) (Figura 15).

o oH
no._A__O_o HO A 0% o
F83+/Cu2+ + lloqou — -oq()u + H+ + Fez"'/Cll"'
—

(]
(elétrom)

Figura 15. Esquematizacdo da funcéo pro-oxidante do &cido ascorbico, doando elétrons aos ions
metalicos causadores da reagdo de Fenton.

Em estudos com sémen congelado de garanhdes, embora a inclusdo de concentracdes
baixas deste antioxidante ndo tenha apresentado impacto sobre a viabilidade celular, elevadas
concentragfes resultaram em maior ocorréncia de peroxidacdo lipidica e promogdo de
instabilidade a membrana plasmatica (14).

COMPOSTOS FENOLICOS

Entre os antioxidantes ndo enziméticos, 0s compostos fendlicos tém significativa
importancia. Estes sdo caracterizados por possuir em sua estrutura um ou mais anéis
aromaticos ligados a grupamentos hidroxila (OH). Neste grupo de compostos destacam-se 0
butil-hidroxitolueno e a quercetina, sendo considerados antioxidantes mais eficientes do que
as vitaminas E e C (44).
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BUTIL-HIDROXITOLUENO (BHT)

O BHT (C15H240) (Figura 16) é um antioxidante sintético do grupo dos fenois, analogo
da vitamina E, que esta envolvido principalmente na reacdo de conversdo dos radicais peroxil
em hidroperdxidos lipidicos, doando H* e elétrons e interrompendo a reacdo em cadeia
durante a peroxidagdo lipidica, sendo considerado desta maneira um eficiente protetor de
membrana (45) (Figura 17).

OH
C(CH;), C(CH;);

CH,

Figura 16. Estrutura molecular do butil-hidroxitolueno (BHT).

C(CH3); C(CH;);

CH,
Figura 17. Mecanismo de ac¢do do butil-hidroxitolueno (BHT) interrompendo a rea¢do em cadeia
ocorrida durante a peroxidagao lipidica.

O BHT foi testado em sémen de bufalos (46), touros (47), cdes (48) e suinos (49)
demonstrando aumento na motilidade, integridade de membrana plasmatica e viabilidade
espermatica. Desta forma o BHT mostra-se uma opcdo promissora para reduzir 0os danos
causados pelas EROs e promover maior longevidade aos espermatozoides, no entanto, ha
poucos estudos avaliando-se a influéncia do BHT no sémen de equino. Ball et al. (12) ndo
obtiveram resultados favoraveis com a inclusdo de BHT em meio diluidor para refrigeracao
de sémen equino. Morillo-Rodriguez et al. (2), em estudo com sémen congelado de
garanh@es, também ndo encontraram efeito significativo da inclusdo de 1 mM de BHT no
meio, ndo interferindo nos pardmetros de cineticas espermatica ou integridade das
membranas.

QUERCETINA

A quercetina (3,3°,4’,5,7-pentahidroxiflavona) é um antioxidante natural ndo
enzimatico, do grupo dos flavonoides, amplamente encontrado nas frutas, legumes, sementes,
nozes e vinho tinto (28). Seu arranjo molecular é caracterizado como um polifenol flavonoide,
possuindo cinco grupamentos OH em sua estrutura (50) (Figura 18).
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OH O

Figura 18. Estrutura molecular da quercetina.

O potencial antioxidante dos compostos flavondides esta diretamente ligado a
quantidade de OH presentes em sua estrutura. Quanto mais grupamentos OH um flavonoide
possui maior sua capacidade de doar elétrons e H* (31,50). Os flavonoides monoidroxilados
possuem baixa capacidade antioxidante, j& os flavonoides com mdaltiplas OH, como é o caso
da quercetina, sdo considerados eficientes inativadores de EROs (31).

Em virtude da grande quantidade de OH encontradas em sua estrutura, a quercetina
possui eficiente capacidade antioxidante, possibilitando a doacédo de até cinco elétrons e H* as
EROs, estabilizando-as (37).

A quercetina pode promover sua acdo antioxidante de trés maneiras, reagindo com 0s
radicais Oz e OH®, agindo como quelante de ions metalicos ou interrompendo a continuidade
da peroxidacdo lipidica (51).

De acordo com Chen et al. (52), este flavonoide é capaz de reduzir consideravelmente
as concentragdes de O27, além de possuir a capacidade de reagir diretamente com o OH®,
doando elétrons e H* para este radical resultando na formacéao de H.O (43,52) (Figura 19).

H-O-H

(H,0)

Figura 19. Ac¢do da quercetina estabilizando os radicais superdxido (O2") ou radical hidroxil (OH®).

Este antioxidante também tem a capacidade de atuar como quelante de ions metalicos,
reagindo e impedindo que o fon Fe?" doe elétrons para o H,O2 interrompendo a reagdo de
Fenton e formacdo do OH® (53). Além de minimizar também a participacdo deste ion
metalico no desencadeamento direto da peroxidacéo lipidica (33) (Figura 20).
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Figura 20. Esquematizacédo da funcdo da quercetina como quelante do ion férrico (Fe?").

Outra possibilidade de acdo antioxidante realizada pela quercetina durante a
peroxidacgdo lipidica ocorre em decorréncia deste flavonoide possuir carater lipofilico, sendo
capaz de interagir com a bicamada lipidica e permitindo a doacdo direta de H* e elétrons a
radicais como o ROQ?®, estabilizando e convertendo-os a ROOH, impedindo assim a
continuidade da reacdo em cadeia (31,51) (Figura 21).

Figura 21. Bloqueio a reacdo em cadeia durante a peroxidacao lipidica por acdo da quercetina, ao doar
um elétron e um préton (H*) ao radical peroxil (ROQO*®) formando hidroperoéxido lipidico (ROOH).

A adicdo de 0,1 mM de quercetina ao meio de refrigeracdo para sémen de equinos
mantido a 5°C por até 144 horas resultou em maior preservacdo da motilidade espermatica
total, maior integridade de membrana, maiores niveis intracelulares de ATP e menor
peroxidacdo lipidica (16).

Gibb et al. (17), em estudo com utilizacdo da quercetina no sémen congelado de equinos
observaram que a inclusdo do antioxidante promoveu reducdo nos niveis de fragmentacédo de
DNA e aumento da motilidade total dos espermatozoides.

CONSIDERACOES FINAIS

Embora o avancgo na utilizacdo do sémen criopreservado de garanhdes promova cada
vez mais a necessidade de incluséo de antioxidantes nos meios diluidores, ainda ha resultados
controversos com relagdo a eficicia de determinados agentes antioxidantes dentro da espécie,
necessitando-se de aprofundamento sobre as interacbes das substancias com as células
espermaticas e suas possiveis consequéncias.
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