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Resumo
Antioxidantes são substâncias naturais ou sintéticas que facilitam o retardo da oxidação por um ou mais mecanismos, como
sequestrar radicais livres, inibir a peroxidação lipídica e complexar com metais, inibindo a destruição tecidual via oxidação.
Antioxidantes são comumente usados na alimentação animal e na indústria alimentícia para prevenir a oxidação de produtos de
origem animal. Além disso, os oxidantes naturais estão sendo cada vez mais aplicados na reprodução animal, principalmente na
preservação do sêmen. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo revisar a aplicação de antioxidantes naturais na reprodução
animal. Observamos que os antioxidantes naturais foram geralmente adquiridos comercialmente (80,4%) e utilizados
principalmente no resfriamento/congelamento de sêmen (72%) com resultados promissores (90%) em Sus scrofa (javali), Capra
aegagrus hircus (cabra), Gallus gallus domesticus (galo) e Ovis aries (carneiro). No entanto, mais estudos devem ser realizados
para ajudar a regular a dosagem de antioxidantes naturais para sua aplicação.
Palavras-chave: criopreservação; radicais livres; peroxidação lipídica; estresse oxidativo; vitamina E.

Abstract
Antioxidants are natural or synthetic substances that delay oxidation through one or more mechanisms, such as scavenging free
radicals, inhibiting lipid peroxidation, and complexing with metals, inhibiting tissue destruction via oxidation. Antioxidants are
commonly used in animal feed and the food industry to prevent the oxidation of animal-origin products. Moreover, natural oxidants
are used increasingly in animal reproduction, especially for semen preservation. In this context, this study aimed to review the
applications of natural antioxidants in animal reproduction. We observed that the bulk of the natural antioxidants, approximately
80.4%, were commercially acquired and used mainly for semen cooling/freezing (72%) with promising results (90%) in Sus scrofa
(boar), Capra aegagrus hircus (goat), Gallus gallus domesticus (rooster), and Ovis aries (ram). However, further studies are needed
to help determine the appropriate dosage of natural antioxidants for applications.
Keywords: cryopreservation; free radicals; lipid peroxidation; oxidative stress; vitamin E.
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Introdução
Os radicais livres são átomos ou moléculas

altamente reativas que contêm um ou mais elétrons
desemparelhados (1) e são gerados durante processos
biológicos engendrados por compostos endógenos ou
pelo metabolismo de compostos exógenos. As espécies
de radicais livres são produzidas principalmente no
citoplasma, mitocôndrias e membranas celulares, e seus
alvos celulares, ou seja, proteínas, lipídios, carboidratos
e DNA, estão relacionados ao local de sua formação (2).
Durante um estado fisiológico normal, uma produção
moderada de espécies reativas de oxigênio (ERO) é
parte integrante do metabolismo. As EROs são
produzidas durante processos fisiológicos envolvidos na
produção de energia, crescimento celular, fagocitose,
sinalização intracelular e síntese de substâncias
essenciais, como hormônios e enzimas (3,4).

Em resposta à produção de EROs e seus
potenciais efeitos adversos, os organismos
desenvolveram sistemas antioxidantes. No entanto, em
situações de desequilíbrio, comprometendo os sistemas
de defesa antioxidante, o excesso de ERO gerado causa
estresse oxidativo em diversas estruturas celulares (5,6), e
o processo é dividido em três fases: síndrome geral de
adaptação, resistência e exaustão. A princípio, há um
alerta rápido do sistema quando um organismo tenta se
adaptar e recuperar a homeostase celular das EROs. A
ausência dessa recuperação causada pela duração ou
intensidade do estresse leva à exaustão, comprometendo
a saúde e a vida do organismo (7).

O sistema de defesa antioxidante natural do corpo

reduz parcialmente o estresse oxidativo através da ação
de enzimas, incluindo superóxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase (8), que estão envolvidas na
remoção de oxigênio e peróxido de hidrogênio (9). Além
disso, a ingestão de compostos bioativos com
propriedades antioxidantes pode estabilizar os radicais
livres, gerando competição pelos sítios ativos e
receptores de várias estruturas celulares e modula a
expressão de genes que codificam proteínas envolvidas
na defesa contra processos oxidativos e degenerativos
em tais sistemas celulares (10). Esses compostos bioativos
podem ser nutrientes essenciais para as funções do
corpo, assim como não nutrientes não essenciais para o
funcionamento regular do corpo, mas capazes de
melhorar a saúde por meio de papéis ativos e
protetores(11).

Geralmente, os antioxidantes são classificados
como nutrientes, sequestrantes de oxigênio,
antioxidantes biológicos, agentes quelantes ou
antioxidantes mistos. Os nutrientes antioxidantes são
compostos fenólicos que removem ou inativam os
radicais livres formados durante as reações metabólicas.
Os captadores de oxigênio capturam O2 do meio,
tornando-o indisponível para autoxidação.
Antioxidantes biológicos são enzimas, como a glicose
oxidase, que removem oxigênio ou compostos reativos
de alimentos prontos para o consumo. Os agentes
quelantes atuam na complexação de íons metálicos,
catalisando assim a oxidação lipídica. Finalmente,
antioxidantes mistos compreendem compostos
derivados de animais e plantas, como flavonóides e
proteínas hidrolisadas (12,13).

Resumo gráfico: Aplicação de antioxidantes naturais na reprodução animal
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Antioxidantes fitoquímicos

A maioria dos antioxidantes naturais são
derivados de plantas. Esses fitoquímicos são não
nutrientes ativos que, ao entrarem na célula, inativam os
radicais livres, gerando sinais químicos ou eletrofílicos
de estresse, regulando, por sua vez, inúmeras vias de
sinalização celular (19). Os polifenóis são o principal
grupo de compostos responsáveis pelas atividades
antioxidantes nas plantas. Além de desempenhar um
papel na pigmentação, fotoproteção e defesa contra
microrganismos e insetos, os polifenóis inibem a
produção de radicais livres, proliferação celular e
inflamação e modulam a atividade de enzimas
específicas nas plantas (20). Dentre os compostos
fenólicos, podemos citar: ácidos fenólicos, lignanas,
estilbenos, por exemplo, resveratrol e flavonoides, ou
seja, flavonas, flavanonas, catequinas e antocianinas. A
distribuição e quantidade desses compostos variam entre
as plantas, influenciando na capacidade antioxidante de
cada espécie (21,22).

A atividade antioxidante de compostos naturais
derivados de plantas é tão alta quanto a atividade de
antioxidantes sintéticos, tornando esses produtos
atrativos para as indústrias, principalmente devido à
crescente demanda dos consumidores por ingredientes
naturais (23). A extração de antioxidantes usando
solventes de diferentes polaridades é necessária para
isolar e identificar os compostos antioxidantes em fontes
naturais, como frutas, sementes e especiarias. No
entanto, antes de iniciar o processo de extração, são
necessários alguns passos preliminares para facilitar o
processo e preservar as propriedades dos compostos
antioxidantes, que são altamente sensíveis à ação da luz,
oxigênio e calor (24). Assim, os vegetais são geralmente
desidratados, liofilizados ou congelados, posteriormente
moídos e tamisados antes da extração para aumentar a
exposição das superfícies de contato do substrato ao
solvente extrator e para inativar as enzimas lipoxigenase
e polifenol oxidase, que oxidam compostos fenólicos.
Essas enzimas estão naturalmente presentes nas plantas
e são responsáveis pelo ranço oxidativo enzimático (25).

O teor de antioxidantes em amostras derivadas de
plantas é determinado em misturas complexas ou
compostos isolados para bioprospecção ou para
confirmação e quantificação da eficiência dos métodos
extrativos. As medições da atividade antioxidante
podem ser realizadas de várias maneiras (17), sendo a
mais simples a medição do teor de fenóis totais, que
quantifica todos os fenóis da amostra. Uma curva padrão
é traçada usando um composto fenólico conhecido,
como por exemplo, ácido gálico, para analisar o teor
total de fenóis. Assim, o resultado é expresso em
unidades do composto fenólico utilizado, por exemplo,
em equivalentes de ácido gálico. No entanto, a análise

não é a mais representativa, pois vários compostos
fenólicos possuem uma função pró-oxidante e não
antioxidante. Também existem métodos para determinar
o teor total de antocianinas e flavonoides em amostras de
espécies vegetais. Além disso, existem técnicas
cromatográficas são usadas para identificar e quantificar
compostos antioxidantes específicos (26).

Vários métodos analíticos têm sido utilizados
para determinar as atividades antioxidantes em extratos
vegetais ou compostos isolados com base em diferentes
reações redox. Assim, os resultados desses vários
métodos não podem ser comparados diretamente (17).
Ensaios in vitro determinam a capacidade de
antioxidantes de plantas de eliminar radicais livres
gerados no meio de reação, espécies de radicais estáveis
induzidas por antioxidantes ou radicais de oxigênio
gerados por processos enzimáticos (21).

Entre os métodos espectrofotométricos mais
conhecidos para determinar a capacidade antioxidante
de substâncias derivadas de plantas estão o poder
antioxidante de redução do ferro (FRAP), a capacidade
de absorção de radicais de oxigênio (ORAC), o sal de
diamônio sequestrante de cátions 2,2'-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina Ensaios de eliminação de radicais de
ácido -6-sulfônico (ABTS) e 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH). Este último é o método mais utilizado,
adequado para análise de antioxidantes solúveis em
meio orgânico e amplamente aplicado na avaliação da
atividade antioxidante em frutas. (27,28).

O método FRAP é baseado na medição direta
da capacidade dos antioxidantes em reduzir o complexo
Fe3+/tripiridiltriazina. Pulido et al. (29) descreveram o
método FRAP como uma alternativa para determinar a
redução do teor de ferro nas soluções aquosas de
compostos puros e fluidos biológicos (21,30).

O método ORAC detecta danos químicos à
beta- ou R-ficoeritrina, proteínas que funcionam como
componentes de captação de luz. A diminuição da
fluorescência causada por espécies reativas na presença
de radicais livres atua como um índice de dano oxidativo
às proteínas (21).

O método ABTS mede a capacidade dos
antioxidantes de inativar os cátions ABTS gerados por
meio de reações químicas, eletroquímicas ou
enzimáticas, permitindo a medição das atividades
antioxidantes de compostos hidrofílicos e lipofílicos. A
eliminação do cátion causa uma diminuição na
absorbância, que é calculada na mistura radical/
antioxidante em tempos diferentes. Uma curva de
calibração é gerada usando o antioxidante Trolox, e o
resultado é expresso em termos de Trolox
equivalente(21,31).

No método DPPH, baseado na eliminação do
radical livre DPPH, esta espécie atua como substrato
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oxidável reduzido por um antioxidante e como indicador
da resposta antioxidante. O DPPH é um radical instável
de cor violeta que recebe um elétron ou um radical de
hidrogênio para se tornar uma molécula estável e muda
a coloração para amarelo quando reduzido. Assim, o
ensaio avalia apenas o poder redutor do antioxidante,
oxidado na doação de um elétron, e não detecta
substâncias pró-oxidantes (32,33).

Vários estudos comparativos estimaram a
atividade antioxidante total em extratos vegetais usando
os métodos ABTS, DPPH, FRAP e ORAC. Thaipong et
al. (34) utilizaram extratos de Psidium guajava (goiaba)
e observaram que o FRAP foi a técnica mais
reprodutível para determinação da atividade
antioxidante, apresentando alta correlação com os níveis
de ácido ascórbico e grupos fenólicos. Ou et al. (35)
mediram as propriedades antioxidantes de amostras
vegetais liofilizadas, concluindo que o método ORAC é
quimicamente mais apropriado para determinar a
atividade antioxidante de quebra de cadeia, enquanto o
FRAP apresenta algumas desvantagens, como
interferência, cinética de reação e técnicas de
quantificação. Além disso, Duarte-Almeida et al. (32)

concluíram que as frutas frescas de acerola possuem a
maior capacidade de sequestrar os radicais livres DPPH
em comparação com os extratos de amora, açaí e
morango, em grande parte devido ao alto teor de ácido
ascórbico presente nos frutos, demonstrando assim a
capacidade antioxidante do ácido ascórbico.

Os antioxidantes têm um papel essencial na
prevenção de doenças decorrentes do estresse
oxidativo(14). Assim, a busca por substâncias de origem
natural com propriedades antioxidantes e menos efeitos
colaterais que os antioxidantes sintéticos (15) tem crescido
nos últimos anos, principalmente por sua importância
econômica e clínica e pela crescente valorização dos
produtos naturais (16). Ao longo dos anos, o interesse
científico pelos extratos vegetais aumentou devido às
grandes quantidades de substâncias naturais
biologicamente ativas com potencial antioxidante que
foram isoladas e caracterizadas (17,18). Os antioxidantes
naturais mais conhecidos são as vitaminas C e E,
carotenoides e flavonoides como quercetina, rutina,
hesperidina, naringina, naringenina e sakuranetina (14).
Assim, esta revisão destaca a aplicação de antioxidantes
naturais na reprodução animal, considerando a evolução
das publicações na literatura científica mundial nas
últimas três décadas.

Material e métodos
A revisão de literatura foi realizada entre agosto

e setembro de 2022 e teve como foco recuperar artigos
científicos sobre antioxidantes naturais aplicados à
reprodução animal. A base de dados Science Direct foi

pesquisada usando os seguintes termos de pesquisa e
operadores booleanos: "natural antioxidant" AND
"animal reproduction" incluídos no título, resumo e
palavras-chave em artigos publicados entre 1991 e 2022.
Apenas artigos de pesquisa foram considerados nesta
revisão. Nesse sentido, dos 93 artigos obtidos na triagem
inicial, 51 foram analisados.

Análise de dados

A análise de correlação de Spearman foi utilizada
para avaliar se houve aumento de publicações ao longo
dos anos (foi considerado um nível de significância de
5%). O teste de Pettit foi utilizado para verificar o ano a
partir do qual os artigos de pesquisa começaram a se
tornar mais frequentes e aumentaram em número. Foi
elaborada uma nuvem de palavras utilizando as
palavras-chave dos artigos para demonstrar o foco dos
mesmos. As análises foram realizadas nos softwares R,
versão 3.6.1, e RStudio, versão 1.2.1335. Os resultados
da análise da distribuição dos artigos por país foram
representados em um mapa criado no QGIS, versão 3.4.
Os gráficos foram gerados usando o programa GraphPad
Prism, versão 9.0.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA, www.graphpad.com). As figuras
foram criadas no Adobe Illustrator, versão 24.0.1
(www.adobe.com/products/illustrator).

Aplicação de antioxidantes naturais na
reprodução animal

Tendências de publicação

As tendências de publicação temporal sobre o uso
de antioxidantes naturais na reprodução animal
aumentaram significativamente desde 1991 (coeficiente
de correlação de Spearman, rs = 0,74; p < 0,0001), com
uma taxa anual de 2,3% (Fig. 1). O número de citações
também aumentou ao longo dos anos (Fig. 1). As
mudanças nas tendências de publicação dividiram a
série histórica em dois períodos (teste de Pettit, p <
0,001). De 1991 a 2009, houveram poucas publicações,
com uma média de 9,8% dos artigos publicados
representando o estágio inicial da aplicação de
antioxidantes naturais na reprodução animal. De 2010 a
2022, foram publicados em média 90,2% dos artigos,
representando o período de crescimento (Fig. 1). O
crescente número de publicações pode resultar de um
aumento nos movimentos de química verde neste século
também refletidos na ciência animal. A química verde
envolve projetar e desenvolver produtos químicos e
implementar políticas e processos para reduzir ou
eliminar o uso ou geração de substâncias nocivas (36, 37).

https://www.adobe.com/products/illustrator
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Figura 1. Tendências de publicação temporal sobre o uso de antioxidantes naturais na reprodução animal.

Uma análise de palavras-chaves é essencial para
investigar tópicos de tendências e o foco de vários
estudos. Este estudo identificou 168 palavras-chaves
diferentes das 51 publicações analisadas. Este conjunto
destaca a frequência do uso de cada palavra, fornecendo
uma imagem visível para os termos mais proeminentes,
ou seja, quanto maior a palavra, maior a frequência nos

artigos. As palavras-chave mais citadas foram
antioxidante(s), criopreservação, vitamina E e sêmen
(Fig. 2). Assim, nossos resultados sugerem que os
antioxidantes naturais, especialmente a vitamina E, são
usados principalmente para preservação do sêmen
durante a reprodução animal.

Figura 2. Nuvem de palavras-chave destacando o uso de antioxidantes naturais na preservação de sêmen. As palavras-chave
recuperadas nesta busca seguiram uma tendência específica, ou seja, quanto maior a palavra, maior a frequência nos artigos.
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Em relação à distribuição mundial das
publicações, 22 países estudaram o uso de antioxidantes
naturais para reprodução animal (Fig. 3). A China
apresentou o maior número de publicações (15,7%),
seguida pelo Brasil (9,8%) e Índia (9,8%). China e Índia
têm tradição no uso de plantas medicinais, ganhando
aceitação de inúmeras pessoas (38, 39), e assim, os
fitoquímicos são amplamente aceitos pela comunidade, e
as investigações de outras aplicações destes moléculas
tendem a ser maiores que de outros países. O Brasil
possui alta biodiversidade e foco econômico na
agricultura. O desafio é aproximar o setor agrícola da
agenda da biodiversidade, fazendo uma aliança

significativa (40). Em busca da sustentabilidade, o governo
brasileiro criou o Programa Nacional de Bioinsumos em
2020 para incentivar novos padrões de produção ou
consumo. Bioinsumos são produtos, processos ou
tecnologias de origem animal, vegetal ou microbiana que
podem afetar positivamente a produção agrícola. A
adesão dos produtores rurais a práticas agrícolas
sustentáveis e econômicas que utilizam bioinsumos está
crescendo no Brasil (41). Portanto, no futuro, espera-se que
o número de estudos investigando a utilidade de
antioxidantes naturais para a preservação do sêmen
animal aumente no Brasil.

Figura 3. Distribuição mundial de estudos realizados sobre antioxidantes naturais na reprodução animal. A distribuição geográfica dos
artigos publicados está relacionada à cor de cada país, proporcional ao número de publicações.

Número de artigos
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A promissora aplicação de antioxidantes naturais na
reprodução animal

O estresse oxidativo tem sido proposto como uma
das principais causas de infertilidade em animais porque
pode danificar gravemente o esperma e reduzir a
qualidade do sêmen criopreservado (42). A membrana
plasmática do espermatozóide é composta por 70% de
fosfolipídios, 25% de lipídios neutros e 5% de
glicolipídios, o que torna o espermatozóide suscetível a
danos causados pela peroxidação lipídica, e a
vulnerabilidade aumenta ainda mais no congelamento
devido a alterações na integridade da membrana que
diminuem a motilidade do esperma e sua capacidade de
fertilizar (43).

A criopreservação tem efeitos adversos nas células
espermáticas, sendo um importante deles as alterações

irreversíveis na motilidade espermática e nos
componentes da membrana devido a mudanças drásticas
de temperatura (curva de resfriamento/congelamento) e
osmolaridade. Além disso, o processo de congelamento-
descongelamento induz estresse oxidativo e aumenta a
produção de EROs e espécies reativas de nitrogênio (44).

A adição de oxidantes naturais durante o processo
de criopreservação melhorou a qualidade do sêmen e
aumentou a proteção da membrana plasmática, reduzindo
os danos induzidos pelo congelamento (Tabela
Complementar 1). Os antioxidantes naturais foram
geralmente adquiridos comercialmente (80,4%) e
utilizados principalmente para resfriamento/
congelamento de sêmen (72%), com resultados
promissores (90%) em Sus scrofa (javali), Capra
aegagrus hircus (cabra), Gallus gallus domesticus (galo),
e Ovis aries (carneiro) (Fig. 4).

Figura 4. A promissora aplicação de antioxidantes naturais na reprodução animal. A) A origem dos antioxidantes naturais (comerciais
ou recentemente extraídos de fonte natural). B) As áreas de reprodução animal onde os oxidantes naturais foram aplicados. C) Os
resultados obtidos com a pesquisa foram geralmente positivos. D) Frequências relativas da aplicação de antioxidantes na reprodução
das várias espécies animais avaliadas.
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Conclusão
Como os antioxidantes naturais não prejudicam os

animais e subprodutos animais devido à sua solubilidade
em diferentes meios e não são ecotóxicos, contribuindo
para os princípios da química verde, seu uso está
aumentando em todo o mundo. A aplicação desses
antioxidantes na reprodução animal pode aumentar a
qualidade espermática e a viabilidade do sêmen,
facilitando o processo de criopreservação do sêmen. No
entanto, mais estudos precisam ser realizados para
estabelecer legislação sobre as dosagens adequadas e
regulamentação dessas substâncias antioxidantes para seu
uso correto e evitar danos aos animais.
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