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RESUMO

Os espermatozoéides sdo susceptiveis a danos peroxidativos por causa da alta concentragcdo de acidos graxos poliinsaturados
nas membranas citoplasmaticas. Estudos tém revelado que os espermatozoéides e leucécitos seminais tém capacidade de
gerar altos niveis de espécies reativas ao oxigénio (EROs) que podem reduzir a viabilidade e fertilidade dos espermatozéides.
Entretanto, pequenas quantidades de EROs s&o necessarias para a iniciacdo das fungdes dos espermatozéides, bem como,
capacitacdo e inducdo da reagdo acrossdmica, assim, um balanco entre a produgcdo de EROs e prote¢do antioxidante é
necessario para assegurar a fungdo espermatica. A protegdo antioxidante do sémen é fornecida por enzimas tais como a
superoxido dismutase, glutationa peroxidase (GPx), a catalase , vitamina C, vitamina E e, outras substancias (albumina,
glutationa, taurina, hipotaurina) contidas dentro da célula espermatica ou no plasma seminal. Sendo assim, esta revisdo tem
como objetivo caracterizar como as espécies reativas ao oxigénio causam danos irreparaveis as membranas dos
espermatozoéides e a importancia da protecdo antioxidante do sémen que pode ser promovida pela simples adigdo de minerais
como o selénio e vitaminas como o &cido ascorbico.
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EFFECTS OF SELENOMETHIONINE AND VITAMIN C ON SEMEN.

ABSTRACT

Spermatozoa are susceptible to peroxidative damages due to the high concentration of polyunsaturated fatty acids in its
cytoplasmic membranes. Studies have shown that the spermatozoa and seminal leukocytes are capable to generate high
levels of reactive oxygen species (ROSs) that may reduce the viability and fertility of spermatozoa. However, small quantities
of ROSs are necessary to initiation of the function of spermatozoa, as well as, capacitation and induction of the acrosomic
reaction. Thus an equilibrium between the production of ROSs and antioxidative protection is necessary to assure the
spermatic function. The antioxidative protection of the semen is supplied by enzymes such as superoxide dismutase,
glutathione peroxidase (GPx), catalase, vitamin C, vitamin E and other substances (albumine, glutathione, taurine, hypotaurine)
found inside of spermatic cells or in seminal plasma. Thus, the objective of this revision is characterize how reactive oxygen
species cause irreparable damages to spermatozoa membranes and the importance of the antioxidative protection of the
semen that can be promoted by the addition of simple minerals like selenium and vitamins (e.g. ascorbic acid).
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INTRODUGAO |

Os espermatozoéides sdo susceptiveis
a danos peroxidativos por apresentarem, em
suas membranas, grandes quantidades de
acidos graxos poliinsaturados (1). Os danos
peroxidativos induzem a formagédo de espécies
reativas ao oxigénio (EROs), que é uma das
maiores causas da reducdo da viabilidade e
fertilidade dos espermatozéides (2).

Foi descrito que 40% dos homens
inférteis tém quantidades detectaveis de EROs
no sémen, e ndo foi detectavel atividade de
EROs no sémen de homens férteis (3).
Estudando sémen de homens, Aitken et al. (4)
observaram que a producéo elevada de EROs
reduz a motilidade espermaética.

InGmeros antioxidantes tém
beneficiado o tratamento de machos inférteis,
tais como a vitamina C, vitamina E, glutationa
e a coenzima Q10 (5). Ao fornecer dietas com
niveis apropriados de vitaminas antioxidantes,
especialmente a vitamina C e E, ocorreria a
reducdo dos danos nas membranas celulares

(6).

Frei et al. (7) demonstraram que o
acido ascorbico agiu como fator de defesa
primaria no plasma sangliineo contra os
radicais livres. O acido ascorbico também esta
presente em altas concentra¢bes no plasma
seminal comparado com o plasma sangliineo
(400 vs. 60 uM), presumivelmente, refletindo o
importante papel fisiolégico, sendo assim, a
relacio entre o0 dano oxidativo do
espermatozéide e os niveis altos de acido
ascorbico no plasma seminal sdo de grande
interesse (8).

Dawson et al. (9) indicaram melhora
na viabilidade do espermatozoéide, diminuicédo
na percentagem de anormalidades e aumento
na motilidade espermatica apos
suplementagdo com vitamina C, em
experimento com homens fumantes de 25
anos de idade, quando a ingestdo de 1,0 g/dia
de &cido ascorbico foi suplementada. Luck et
al. (10) descreveram que o ascorbato poderia
ser considerado como essencial para o
processo reprodutivo humano.

Outro elemento implicado na
degradacdo dos perodxidos de hidrogénio é o
selénio (Se) (11). O selénio é um cofator da
Glutationa Peroxidase (GPx), uma das
enzimas que catalisa a degradacdo dos

peroxidos (12). A atividade GPx é encontrada
no sémen de varias espécies, entre elas os
coelhos e caprinos (13-14), no qual tem
diferentes papéis de protecdo na degradacéo
de hidroperoéxidos.

O selénio utlizado em dietas de
animais é encontrado como selenito de sodio
(Na,SeO3) ou na forma organica como
selenometionina (Se-Met) e selenocisteina
(Se-Cys) (12). Thompson & Stewart (15)
demonstraram que a absorcdo intestinal de
selenito de sédio é de 92% e selenometionina
€ de 96% e a retencdo total no corpo indica
gue a excrecdo do selenito absorvido é maior
do que a do selenometionina.

RADICAIS LIVRES

Uma das hip6teses que envolvem a
diminuicAo da qualidade do sémen dos
animais € a maior producdo de espécies
reativas ao oxigénio (EROs), que séo radicais
livres, isto €, atomos ou moléculas que
possuem um ou mais elétrons despareados
(16). Entre as espécies reativas ao oxigénio,
as mais importantes sdo o radical hidroxila
(OH"), o anion superoéxido (O,), o peroxido de
hidrogénio (H,O,) e o Oxido nitrico. O &anion
superoxido e o peréxido de hidrogénio sédo as
EROs, primariamente formadas, sendo que o
H,O, é gerado através de reacdes enzimaticas
ou ndo enzimaticas do anion superéxido (17).
Porém, a ERO mais reativa e prejudicial é o
radical hidroxila, que pode ser formado através
do H,O, e do anion superéxido e também
através da reacdo do anion superéxido com o
oxido nitrico, produzindo o peroxinitrito, que
entdo, ird se decompor em NO, e OH ™ (18). O
anion superoéxido, gerado a partir da molécula
de oxigénio pela adigdo de um elétron, apesar
de ser um radical livre, ndo é altamente
reativo, pois ndo consegue penetrar em
membranas celulares, ficando restrito ao
compartimento onde é produzido (17). O &nion
superoxido parece ser o produto primario do
sistema de producdo de EROs, gerando o
peroxido de hidrogénio apds reacdes
enzimaticas (19). De acordo com estes
autores, a formacao do superédxido acontece
espontaneamente, em ambientes aerobicos,
ricos em elétrons, prOximo a membrana
mitocondrial interna, que ocorre devido ao
escape de elétrons da cadeia respiratéria.

O H,0, ndo é um radical livre, porém é
importante, principalmente, devido a sua
habilidade de penetrar em membranas
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biologicas (18). Esta substancia age como
intermediario na formacao de mais moléculas
de EROs, como o radical hidroxila (OH)
formado pela oxidacao de metais de transicao.
A remocdo do H,O, ocorre por pelo menos
dois sistemas enziméticos antioxidantes, a
catalase e a glutationa peroxidase (20).

Distarbios na producdo de oxidante /
antioxidante, em favor do oxidante levam a
danos celulares, os quais sao denominados
danos oxidativos ou estresse oxidativo (21).
Em principio, o estresse oxidativo pode ser
causado por reducdo na quantidade de
antioxidante nos sistemas de defesa celular ou
por producéo elevada de EROs (17).

As células espermaticas humanas séo
altamente susceptiveis aos danos causados
pelas EROs, devido a alta quantidade de
acidos graxos poliinsaturados presentes em
sua membrana plasmatica e baixas
concentracbes de enzimas antioxidantes em
seu reduzido citoplasma (22). As EROs
também produzem extensivos danos as
proteinas, modificam o citoesqueleto e causam
alteracdes de mecanismos celulares (23). A
célula espermatica humana faz parte de uma
lista de células que exibem a capacidade de
gerar EROs quando incubadas em condi¢cbes
anaeroébicas (24). A producdo espermatica de
EROs no homem ocorre principalmente por
células morfologicamente anormais e dentre
estas, especialmente as células que possuem
gota proximal e distal (25). Sendo assim,
acredita-se que a presenca deste citoplasma
residual aumentaria a capacidade destas
células imaturas de gerarem nicotinamida
adenina  dinucleotideo  fosfato  reduzida
(NADPH), que serviria como fonte de elétrons
para a producdo de EROs (24).

Estudos realizados por  varios
pesquisadores indicam que o H,O, é a ERO
que causa mais danos aos espermatozoides in
vitro, devido a sua alta capacidade em
penetrar membranas biolégicas (26-27).
Armstrong et al. (27) sugeriram que H,O,
possui funcdes deletérias, atuando na
diminuicdo da motilidade espermatica nos
homens.

Espermatozoides imoveis e
espermatozéides morfologicamente normais
humanos, porém, funcionalmente anormais,
sédo também fontes de EROs (28).

A producdo de EROs pelos
espermatozéides dos homens é um processo

fisiologico normal, sendo importante para a
regulacdo da taxa de hiperativacdo, para a
ocorréncia da reacdo acrossbmica e para
fus@o espermatozoéide / ovécito (29). Apesar
do efeito fisiologicamente normal das EROs na
fisiologia espermatica, um desequilibrio entre a
producdo e a eliminagdo de EROs no sémen
causa efeitos prejudiciais aos espermatozoides
(30). A excessiva producao de EROs, também
chamada de estresse oxidativo positivo, ocorre
tanto pelo excesso de EROs como pela
diminuicao de antioxidantes (30).

Kessopoulo et al. (31) verificaram que,
em sémen humano, a maior fonte de producéo
de EROs seriam o0s leucocitos presentes
mesmo em homens férteis. No entanto, Wolff
(32) sugeriu que os EROs, gerados por
leucécitos, sdo deletérios as  células
espermaticas humanas apenas na auséncia de
sistemas antioxidantes, como sdo vistos em
infeccdes agudas nos testiculos e epididimo.
Espermatozéides normais e ndo funcionais
parecem gerar radicais superoxidos (O,) em
maiores taxas que aqueles saudaveis.
Geracdo excessiva de EROs no sémen pode
ser uma consequéncia de infertilidade (22).
Zini et al. (33) observaram que o plasma
seminal de homens inférteis ndo eram
deficientes em enzimas superéxido dismutase
e/ou catalase, e que o elevado teor de EROs
no sémen de alguns homens inférteis se deve
a producdo excessiva de EROs e ndo a uma
deficiéncia nas defesas antioxidantes. Halliwell
& Gutteridge (34) evidenciaram que as células
somaticas humanas contém antioxidantes em
seu citoplasma, mas que, os espermatozéides
perdem a maioria do seu citoplasma durante o
processo de maturacdo, levando-os a
perderem o0s mecanismos endogenos de
reparo e defesa enziméticas observados em
outros tipos celulares. Contudo, estes autores
destacaram que 0s espermatoziides séao
protegidos dos ataques oxidativos pelo plasma
seminal que contém uma quantidade grande
de enzimas oxidativas, tais como, a superoxido
dismutase e a catalase que remove os EROs.

MECANISMOS DE

DEFESA ANTIOXIDANTE
NO SEMEN

Define-se um antioxidante como
gualquer substancia que, quando presente em
baixas concentracdes, comparadas com as de
um substrato oxidavel, retarda ou previne
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significativamente a oxidacdo deste substrato
(34).

O espermatozoide das espécies
animais possui um sistema intracelular de
defesa antioxidante contra as EROs, que
consiste, principalmente, de enzimas como:
superoxido dismutase (SDO), catalase,
glutationa peroxidase (GPx) e a redutase, bem
como, antioxidante ndo enzimaticos como:
acido ascorbico (vitamina C) e a-tocoferol ou
vitamina E (21). Extracelularmente, o
espermatozéide do homem ¢é protegido pelo
plasma seminal que contém varios redutores
de EROs enzimaticos e ndo enzimaticos,
contribuindo para uma poderosa atividade
antioxidante (33), destacando-se o acido
ascorbico, acido drico, albumina e outras
proteinas, catalase, glutationa e outros tiois,
taurina, hipotaurina e o-tocoferol. Foi
descoberto, recentemente, que a tirosina,
também exerce um papel importante como
antioxidante no plasma seminal (35).

VITAMINA C OU ACIDO

ASCORBICO

As vitaminas antioxidantes protegem
as membranas plasmaticas, reagindo com e
removendo os radicais livres, assim destruindo
a cadeia de reacbes (6). Para este autor,
mantendo uma dieta que fornega niveis
apropriados de vitaminas antioxidantes,
especialmente, a vitamina C e E ocorreria a
reducdo dos danos nas membranas celulares.

A vitamina C ou ascorbato € uma
vitamina hidrossolavel com acao antioxidante
(6). A vitamina C reduz o a-tocoferol,
peréxidos e EROs, como superéxidos e age
também, prevenindo a formacdo de
hidroperéxido de lipidios nas lipoproteinas
plasmaticas, protegendo a célula dos danos
oxidativos (19). Porém, quando ingerida em
dose elevada ou na presenca de metais como
ferro ou cobre, a vitamina C pode agir como
um pro-oxidante, levando a lipoperoxidagao
(17). In vitro, a mistura Cu-ascorbato ou Fe-
ascorbato estimulam os danos oxidativos,
levando a formacéo de radicais livres, os quais
danificam o acido desoxirribonucléico (ADN),
lipidios e proteinas (17).

O acido ascorbico (vit. C) é um dos
componentes nao enzimaticos que atuam
como antioxidante e é essencial nas dietas de
humanos e outros mamiferos e foi relacionado
com a fertilidade (36). Alguns mamiferos como

0 homem, o porco da india e os morcegos nao
sintetizam o acido ascorbico por nao
sintetizarem a enzima L- gulonalactona
oxidase, assim, os niveis de acido ascorbico,
nestes animais, diminuem em periodos que
ocorrem restricbes alimentares (37). Gonul &
Kaplan (38) verificaram que a restricdo
alimentar induzida causou a perda de peso de
porcos da india, mesmo tendo sido preservado
0s niveis ideais de vitamina C, via
suplementacéo. Contudo, 0s autores
constataram que ao testarem a peroxidacdo
oxidativa no plasma com o acido tiobarbitdrico
(SRAT), os niveis de peroxidacéo se elevaram,
mesmo tendo havido suplementacdo com
acido ascoérbico, indicando a auséncia de acéo
antioxidante no plasma sangiiineo, nesta
condicao de restricao alimentar.

Yousef et al. (39) demonstraram, em
coelhos machos, que a formacdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(SRAT) foi significativamente diminuida com a
suplementacao de acido ascorbico (vit. C) e a-
tocoferol (vit. E). Resultados semelhantes
foram  encontrados em caprinos por
Brzezinska-Slebodzinska et al. (40) e em
humanos por Geva et al. (41) ao descreverem
gque a suplementacdo de vitamina E e/ou
vitamina C reduziram as espécies reativas ao
oxigénio (EROs), melhorando assim, a taxa de
fertilizacdo por reduzir a peroxidacéo lipidica.
Fraga et al. (8) demonstraram que o &cido
ascorbico esta  presente em altas
concentragcdes no plasma seminal humano
comparado com o plasma sangiiineo (400 vs
60 M), presumivelmente, refletindo o
importante papel fisiolégico. Além disso, o
acido ascorbico é uma das defesas efetivas
contra a peroxidacdo lipidica no plasma
seminal, atuando na prevencdo de danos
oxidativos ao ADN. Portanto, o dano oxidativo
no ADN do espermatozoide resultaria em
infertilidade e defeitos congénitos nas proles.

A eficiéncia do acido ascoérbico como
antioxidante também foi demonstrada em
estudos onde a suplementacdo de acido
ascorbico teve efeitos benéficos sobre as
caracteristicas do sémen e o0s niveis de
testosterona em coelhos (42). Foi sugerido por
Thiele et al. (43) que as concentra¢gbes de
acido ascorbico no plasma seminal humano
estdo correlacionadas, positivamente, com as
porcentagens de espermatozéides
morfologicamente normais e também foi
sugerido que esta vitamina é protetora do
epididimo, agindo como protecdo antioxidante
das membranas celulares. Chinoy et al. (44)
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relataram que o acido ascoérbico é importante
para a manutencéo fisiolégica da integridade
dos testiculos, epididimo e glandulas
acessorias e a deficiéncia de vitamina C nas
dietas causariam rapida degeneracdo do
sistema reprodutivo como um todo, como
foram demonstrados pelos autores nas
espécies de porcos da india.

Sonmez et al. (45) investigaram o0s
efeitos da suplementacdo de acido ascoérbico
sobre a qualidade do sémen, peroxidacdo
lipidica e os niveis de testosterona no plasma
sangilineo de ratos Wistar. Os autores
concluiram que a suplementacdo do acido
ascoérbico ndo aumentou o peso corporal, o
peso dos testiculos, epididimo, vesiculas
seminais e prostata, mas a suplementagdo
aumentou, significativamente, a concentracao
de acido ascorbico nos testiculos e plasma
sanglineo, diminuindo, consideravelmente, os
niveis de peroxidacao lipidica.

Altas  concentracbes de  acido
ascorbico no sémen de espécies como 0s
homens e o0s peixes parecem ter um papel
chave na manutencao da integridade genética
das células espermaticas, prevenindo danos
oxidativos ao ADN dos espermatozoéides (8-
46).

GLUTATIONA

PEROXIDASE E SELENIO

Dentre o0s sistemas enzimaticos,
destaca-se a Glutationa Peroxidase (GPx) que
catalisa a reducéo do peroxido de hidrogénio e
de outros peroxidos organicos (peréxidos de
lipidios na membrana celular) para seus
alcoois correspondentes, convertendo
Glutationa — forma reduzida (GSH) a
Glutationa — forma oxidada (GSSG), que
contem duas moléculas ligadas por uma
ligacdo dissulfeto, sendo o selénio essencial
para a atividade da enzima (19). Esta enzima
contém um &tomo de selénio (Se) ligado,
covalentemente, na forma de selenocisteina
(47). Em mamiferos existe GPx de 1 a 4 (48).
Recentemente, estes autores descobriram que
a GPx 4 tem dupla funcdo na célula
espermatica: € enzimaticamente ativa na
espermatide e insoltvel, funcionando como
uma proteina estrutural no espermatozoide
maduro. Destacaram também que a GPx 4
pode reagir com peroxido de hidrogénio e uma
ampla variedade de hidroperdxidos de lipidios,
sendo portanto, considerada responséavel pela

protecdo da membrana contra o0s danos
oxidativos.

Nos testiculos, a GPx 4 encontra-se
presente na forma de trés isoformas que séo
derivadas dos mesmos genes e localizadas no
citosol, mitocdndria e nucleo, tendo a funcéo
de auxiliar no desenvolvimento  dos
espermatozéides por proteger contra espécies
reativas ao oxigénio (49). Estes autores
constataram que homens com baixa fertilidade
devido a reduzida concentracdo e pobre
qualidade dos espermatozéides, continham
pouca GPx nos espermatozoides.

Dentre as alteracfes produzidas pela
deficiéncia dietética de selénio, incluem-se
aquelas que afetam a esfera reprodutiva de
todas as espécies de machos e fémeas (50).
De acordo com Hafeman et al. (51), a
atividade da glutationa peroxidase, nos tecidos
de ratos, cai drasticamente em animais com
dietas deficientes em selénio e aumenta
guando ocorre reposicdo de selénio.

O selénio é encontrado e utilizado em
dietas animais como selenito de sodio ou na
forma organica como selenometionina e
selenocisteina (15). Raras sdo as pesquisas
gue mostram a eficiéncia da forma
selenometionina sobre a forma inorgénica,
selenito de sédio. Mas, sabe-se que a forma
selenometionina, por estar associada a
aminoacidos, torna-se mais biodisponivel por
nao apresentar cargas elétricas, favorecendo
assim, sua absorcdo ao nivel de trato
gastrointestinal (12).

Foi observado por Lane et al. (52) que
0 aumento nas concentracdes de selénio, nem
sempre €é observado um correspondente
aumento na atividade da glutationa peroxidase
(GPx), indicando que a GPx néo poderia ser
usada para monitorar 0 selénio em ratos,
especialmente, se a forma de selénio
administrada for como selenometionina.

Thompson & Stewart (15)
demonstraram, em ratos, que a absorcéo
intestinal de selenito e selenometionina €
equivalente a 92% de selenito e a 96% de
selenometionina, mas a retencdo total no
corpo indicou que a excrecdo do selenito
absorvido foi maior do que a selenometionina.

A Glutationa-S-Transferase  (GST)
consiste de quatro principais classes: alfa (A),
mu (M), pi (P) e theta (T), envolvidas na
detoxificacdo de muitos compostos eletrofilicos
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pela conjugacédo de reacfes com a Glutationa.
Foi demonstrado que a glutationa e a
glutationa-S-transferase teriam um importante
papel na reproducdo, mas as pesquisas sobre
a glutationa e glutationa-S-transferase no
plasma seminal sdo limitadas (54). Entretanto,
para Raijmakers & Maarten (54), a glutationa-
S-transferase estd presente em quantidade
consideravel na maioria dos plasmas seminais
de homens férteis, mostrando assim, que a
glutationa parece ter um papel na fertilidade
porque as concentracfes de glutationa no
plasma seminal estavam altas nos machos
férteis, por melhorar a motilidade espermatica
e a morfologia dos espermatozoides.

Para Castellini et al. (55), a
suplementacdo de selénio na dieta aumentou
a atividade da glutationa peroxidase (GPx) nos
eritrocitos e sémen de coelhos, mas a
estabilidade oxidativa dos espermatozéides
ndo foi observada.

Behne et al. (57) estudaram quatro
geracdes de ratos alimentados com deficiéncia
em selénio. As gbnadas dos machos das
quatro geracdes mostraram atrofia bilateral e
diminuicdo nos didmetros dos tubulos
seminiferos, indicando que a morfologia e
funcéo testicular sdo severamente alteradas
na deficiéncia de selénio, principalmente, a
biossintese da testosterona e o]
desenvolvimento normal dos espermatozéides.

Trabalhando com sémen de carneiros,
Sarlés et al. (58) avaliaram o efeito de varios
antioxidantes, entre eles, a glutationa
peroxidase, e observaram que a adicdo de
antioxidante  prolonga o periodo de
conservacdo do sémen, melhora a motilidade
do espermatozéide e reduz o grau de danos

celulares.
COMENTARIOS |

O mecanismo de acdo das EROs na
fisiologia normal do espermatozdide ainda nao

foi completamente  elucidado, porém,
resultados dos experimentos convergem para
a definicdo de que o papel exercido pelos
sistemas de defesa antioxidante do
espermatozoide e do plasma seminal contra os
danos oxidativos causados pelas EROs é
evidente.
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