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Perspectivas sobre o uso de antioxidantes na conservacao do sémen de suinos
Perspectives on the use of antioxidants on the conservation of the boar semen
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Resumo

A inseminagdo artificial é uma pratica de rotina nas granjas de suinos no Brasil, porém o tempo de
conservacdo do sémen diluido ainda ¢ um problema devido a alta sensibilidade das células espermaticas ao
choque térmico e ao alto grau de estresse oxidativo presente. Assim, o objetivo do presente trabalho foi reportar
as diferentes formas de conservacdo do s€émen suino e os possiveis fatores presentes durante o estresse oxidativo
que diminuem o potencial fecundante dos espermatozoides, demonstrando que os antioxidantes podem servir
como uma alternativa para minimizar os efeitos induzidos pelas espécies reativas de oxigénio durante o
protocolo de conservagdo do sémen suino.
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Abstract

Artificial insemination is a practice routine on boar farms in Brazil, but the time for preservation of
semen is still an issue due to the high sensitivity of the sperm cells to warm-shock and the high degree of
oxidative stress present. Thus, the objective was to report the different forms of boar semen’s preservation and
factors present during the oxidative stress that reducing the sperm fertilizing potential, and this revision showed
that the antioxidants as a potent alternative to minimize these effects induced by reactive oxygen species during
the stress caused during the protocol for storage of boar semen.

Keywords: conservation of semen, and antioxidants, reactive oxygen species, swine.
Introducao

A dificuldade em preservar o sémen durante um periodo consideravel de tempo, de forma consistente e
eficaz, tem sido um grande obstaculo no avango da inseminacgdo artificial, pois a conservagdo inadequada do
sémen ¢ uma das causas da baixa eficiéncia reprodutiva (Watson, 2000). O estudo inicial da conservagdo de
sémen para evitar danos as células espermaticas e manter a viabilidade foi feito a partir de um meio de nutricao
que proporcionasse uma fonte de energia, a qual permitisse a viabilidade dos espermatozoides, mantivesse-0s
fecundantes por um periodo de varios dias e eliminasse o uso didrio do reprodutor. O componente escolhido foi a
gema de ovo, que continha estas caracteristicas para suprir todas as necessidades dos espermatozoides no sémen
conservado (Phillips et al., 1940).

Assim, a necessidade em se utilizar substancias com agdo protetora sobre espermatozoides submetidos a
diferentes métodos de conservagdo, seja resfriamento e/ou congelamento, tem sido amplamente estudada em
diferentes espécies de animais domésticos para evitar os danos devido ao choque térmico (Nunes e Combarnous,
1995; Alvarenga et al., 2000; Rondon et al., 2008) e ao estresse oxidativo em suinos (Pefia et al., 2003, 2004;
Moraes et al., 2010a, b). Ja estd demonstrado que o espermatozoide suino ¢ extremamente mais sensivel ao
choque térmico (Bamba e Cran, 1985), portanto o uso de protetores durante o protocolo de conservagdo ¢
essencial para minimizar o dano acrossomal (Bamba e Cran, 1988).

Outro fator importante que pode ocasionar sérios danos as células, inclusive as espermaticas, ¢ o
estresse oxidativo que gera espécies reativas ao oxigénio (ROS). Estas substancias sdo prejudiciais para o
esperma, diminuindo suas qualidades de viabilidade, e também ocasionam danos irreversiveis no DNA do
espermatozoide maduro (De Ambrogi et al., 2006). Além disso, foi comprovado que o espermatozoide suino ¢é
muito sensivel ao dano peroxidativo devido & alta concentracdo de 4cidos graxos insaturados presentes nos
fosfolipideos da membrana plasmatica espermatica (Parks e Lynch, 1992; Cerolini et al., 2001) e a baixa
capacidade antioxidante do plasma seminal de suinos (Brezezinska-Slevbodzinska et al., 1995). Assim, o
equilibrio entre os beneficios e os riscos de ROS e os antioxidantes, in vitro e in vivo, parece ser necessario para
o funcionamento reprodutivo normal, evitando os efeitos deletérios que tornam improdutivos os espermatozoides
tanto do homem (Sikka, 2004) quanto do suino (Moraes et al., 2010a, b) na refrigeragdo e¢/ou congelagdo do
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sémen (Valenca ¢ Guerra, 2007). Portanto, os estudos envolvendo a analise do estresse oxidativo originado
durante a realizagdo de alguns procedimentos laboratoriais podem contribuir para uma possivel intervengdo
terapéutica com antioxidantes que auxiliem no avango das biotécnicas reprodutivas (Guerra et al., 2004; De
Ambrogi et al., 2006).

Com base no exposto, objetivou-se reportar os diferentes métodos de conservacdo do sémen suino e
discutir o papel dos antioxidantes em minimizar os efeitos deletérios do estresse oxidativo sobre os
espermatozoides de suinos.

Conservac¢ao do sémen

A conservacdo do sémen por refrigeracdo, apesar de ser uma técnica muito utilizada na suinocultura,
com resultados semelhantes a da monta natural, tem o seu uso restrito a um periodo de dois a trés dias apos a
coleta (Watson, 2000). A expectativa sobre a possibilidade de prolongar o tempo de conservagdo do sémen por
um periodo consideravel continua sendo um grande desafio para os profissionais da area (Deschamps et al.,
1997; Watson, 2000).

Durante a conservac¢dao do sémen por refrigeracdo (15 a 17°C), ocorre o desequilibrio idnico intra e
extracelular, o qual pode reduzir a motilidade espermatica e apresentar problemas de fertilidade, porém neste
intervalo os efeitos deletérios ndo se mostraram significativos (Watson, 1995). Em temperaturas de 25 a 5°C,
ocorre a reducdo da fluidez dos lipideos na membrana do espermatozoide suino, o que poderia explicar sua
maior sensibilidade ao resfriamento (Buhr et al., 2000). Em temperaturas inferiores a 15°C, ocorre significativa
reducdo da motilidade espermatica (De Leeuw et al., 1990). Esse fato ¢é relevante para a conservagdo dos
espermatozoides de suinos (Watson, 1995).

A refrigeracao do sémen suino, quando efetuada de modo inadequado, causa choque térmico que induz
a ocorréncia de danos parcialmente irreversiveis aos gametas masculinos, os quais se caracterizam por padrdo
anormal de movimento do espermatozoide (movimento circular ou retrogrado), perda rapida da motilidade,
lesdes no acrossoma, danos & membrana plasmatica, reducdo da atividade metabdlica e perda dos componentes
intracelulares. Muitos desses danos sdo decorrentes de alteragdes da membrana a medida que os espermatozoides
progridem para as mudangas de fase de transi¢do e durante o processo de conservacdo (Watson 2000; Cerolini et
al., 2001; Pefia et al., 2003; De Ambrogi et al., 2006).

Outra forma de conservagdo do sémen de suinos é a congelagdo, entretanto esta técnica ¢ raramente
executada na pratica comercial. As principais razdes para isso sdo as baixas taxas de sobrevivéncia dos
espermatozoides e, consequentemente, a elevada concentragdo exigida na dose de inseminagdo. Todavia, a
criopreservacao ¢ uma técnica valiosa, especialmente para a conservagao dos recursos genéticos, ou para garantir
um fornecimento comercial constante de doses de sémen no caso de um problema epidemioldgico temporario ou
de diminuicdo da producdo de sémen (Cerolini et al., 2001). Esta técnica afeta, além dos pardmetros de
motilidade e viabilidade, também a integridade da membrana do espermatozoide. Outro fato que ocorre durante
esta etapa in vitro ¢ que as células espermaticas tém a capacidade de capturar lipideos e acidos graxos do meio
circundante para utiliza-los em seu proprio metabolismo (Bwanga, 1991; Watson, 1995; Cerolini et al., 2001).
Entretanto, as alteragdes na membrana dos espermatozoides vém sendo atribuidas aos processos ocorridos
durante a conservac¢do do sémen, quando cerca de 10 a 50% dos espermatozoides de um ejaculado ndo resistem
ao processo de congelagdio ¢ morrem (Watson, 2000). Portanto, os procedimentos de refrigeracdo e
congelacdo/descongelagdo do s€émen ocasionam danos celulares devido a mudanga na temperatura, formagao de
cristais de gelo, injurias oxidativas, alteragdes na membrana do espermatozoide, lesdes no DNA, estresse
osmotico, além da toxicidade dos crioprotetores (Bamba e Cran, 1988; Cerolini et al., 2001; De Ambrogi et al.,
2006).

Diluidores

Os diluidores amplamente utilizados para dilui¢ao e conservagdo do sémen sdo Kiev® (Johnson et al.,
1982), etileno diamino tetracetato (EDTA), Zorlesco (Paquignon et al., 1987), Beltsville Thawing Solution -
BTS® (Woelders, 1992) e agua de coco em pd -ACP"™ (Rondon et al., 2008).

Vasconcelos et al. (2001) trabalharam com os diluidores BTS®, Zorlesco® modificado (ZOR) e BTZOR
(Faculdade de Maringd, PR) e avaliaram as caracteristicas do s€men suino e o periodo de conservagdo. Os
resultados demonstraram que periodo de conservacdo foi maior no BTZOR (4,94 + 0,30 dias), seguido pelos
ZOR (4,62 £ 0,29 dias) e BTS (3,27 + 0,30 dias), mantendo os espermatozoides viaveis quanto a motilidade
progressiva e ao vigor. Outro estudo realizado por Alexopoulos et al. (1996) demonstrou que ocorrem reducdes
significativas de motilidade progressiva no sémen de suino conservado em BTS" a partir de 48 horas.

No Brasil, s@o utilizados varios tipos de diluidores comerciais nos processos de conservagdo do sémen
suino, como o BTS® e o Merck (Reis, 1997). Porém, tem aumentado o interesse por diluidores naturais, como a
agua de coco, que vem sendo usado em granjas da regido Nordeste, mantendo dentro dos padrdes de qualidade
as caracteristicas de vigor e motilidade espermatica dos espermatozoides de diversas espécies de animais
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domésticos in vitro (Nunes ¢ Combarnous, 1995; Toniolli et al., 1998; Rondon et al., 2008) ¢ in vivo (Toniolli e
Mesquita, 1990; Toniolli et al., 1997; Sousa, 1998; Nunes e Salgueiro, 1999).

Crioprotetores penetrantes e ndo penetrantes

Ao longo de varios anos, uma gama de substancias tem sido utilizada para fornecer protecdo adequada
as células espermaticas durante a criopreservacdo. Estas substancias foram divididas em crioprotetores
penetrantes e ndo penetrantes (Keith, 1998). Contudo, os resultados insatisfatorios obtidos com sémen suino
congelado, em geral, sdo atribuidos a ineficiéncia dos diluidores e crioprotetores, o que sugere que novas
solugdes crioprotetoras e métodos diferentes de congelacdo devam ser testados (Buhr et al., 2000).

Os crioprotetores ndo penetrantes sdo algumas substincias, dentre as quais lipideos, lipoproteinas e
macromoléculas eficientes na protegdo dos espermatozoides durante a congelagdo, sem que, para isto,
necessitem penetrar nas células, incluindo-se neste grupo a gema de ovo, o leite, alguns aglicares e a albumina
sérica bovina (Keith, 1998).

Os crioprotetores penetrantes sdo substincias que atuam tanto no meio intra como no extracelular,
sendo mais comumente utilizados glicerol, etilenoglicol, dimetilsulféxido (DMSO) e amidas (Keith, 1998). O
uso do glicerol como meio crioprotetor proporcionou uma melhora nos resultados. No entanto, encontrar o meio
crioprotetor ideal ndo € tarefa facil. O proprio glicerol ¢ utilizado em diferentes concentragdes, dependendo da
espécie animal, devido a sua agressdo toxica a célula (Critser et al., 1988). A concentrag@o de glicerol ¢ lesiva
aos espermatozoides do suino se for adicionado a mais de 3%, do bovino a mais de 8% e do rato a mais de 1,7%
(Holt, 2000). Outro conceito aceito entre os pesquisadores da area diz respeito ao envase, que deve ser efetuado
em palhetas de 0,5 mL, pois os resultados s@o superiores a pellets ou palhetas maiores (Johnson et al., 2000).
Além disso, outro estudo com sémen de suino demonstrou que o uso do crioprotetor intracelular
dimetilacetamida, na concentragdo de 5%, proporcionou, nas avaliagdes in vitro, resultados superiores ao
tratamento-controle (glicerol 3%), ndo diferindo na avaliagdo in vivo (Bianchi et al., 2008).

Membrana do espermatozoide suino

Todas as células (procariontes ou eucariontes) sdo circundadas por uma membrana plasmatica (MP) que
define a sua delimitagdo, separando seu conteudo do meio que a circunda. Por servir de barreira seletiva, a MP
determina a composi¢do do citoplasma celular (Cooper, 1996) e tem papel fundamental na maioria dos
fendmenos celulares (Singer e Nicolson, 1972). A membrana plasmatica ¢ composta por uma dupla camada de
fosfolipideo e proteinas associadas (Cooper, 1996). As membranas espermaticas seguem o modelo classico de
membrana plasmatica (Watson, 1995). Entretanto, a membrana plasmatica dos espermatozoides de mamiferos
apresenta-se organizada em dominios regionais bem delineados, que diferem em composicdo e fungdo (Wolfe et
al., 1998). Na cabega do espermatozoide, a membrana plasmatica possui dois dominios maiores: regido
acrossomal e regido pos-acrossomal. Na regido acrossomal, a membrana pode ser subdividida em segmento
marginal (apical), segmento principal (acrossomal) e segmento equatorial, sendo que os segmentos marginal e
principal, juntos, sdo denominados de capa acrossomal. No flagelo, observa-se o dominio da peca intermediaria,
que cobre a bainha mitocondrial, ¢ o dominio da cauda posterior, que cobre as pegas principal e terminal da
cauda (Eddy e O’Brien, 1994).

A membrana plasmatica representa relevante papel na capacidade fertilizante destas células,
modificando-se ao longo do processo de espermatogénese, bem como no transito ¢ armazenagem no epididimo,
na ejaculacdo, no depdsito no trato genital feminino e, finalmente, na capacitagdo e penetracdo do odcito (Holt,
1995; Watson, 1995; Lenzi et al., 1996). Portanto, esta estrutura deve apresentar-se integra fisica e
funcionalmente para que a célula tenha viabilidade e capacidade fertilizante (Parks e Grahan, 1992).

O acrossoma ¢ importante por conter enzimas hidroliticas necessarias para penetracdo dos ovocitos e
estd intimamente associado a fertilizacdo (Rodrigues-Martinez et al., 1997). Além disso, esta estrutura é parte
fundamental nos processos de fertilizagdo, e qualquer alteracdo pode inibir a capacidade fecundante do
espermatozoide (Bennermann et al., 2000).

Nos suinos, as principais diferengas na membrana espermatica sdo: menor porcentagem de moléculas de
colesterol e sua distribuicdo de maneira assimétrica na membrana, tendo uma quantidade maior de glicerol na
monocamada interna do que na monocamada externa, uma quantidade menor de fosfatidilcolina ¢ uma
quantidade maior de fosfatidiletanolamina e esfingomielina, além de diferencas na composi¢do dos acidos
graxos dos fosfolipideos que possuem poucas duplas liga¢des do tipo cis (Johnson et al., 2000). Estas diferengas
estruturais na membrana do espermatozoide ajudam a explicar sua alta sensibilidade ao choque pelo frio. Com o
choque térmico, ocorre aumento da permeabilidade da membrana espermatica ¢ consequente perda de cations e
enzimas através dela, redugdo da atividade enzimatica e dos processos de difusdo controlados pela membrana,
além de mudangas no movimento lateral dos canais idnicos (Buhr et al., 2000; Johnson et al., 2000), o que nio
favorece os processos de difusdo (De Leeuw et al., 1990).

A falta de conhecimentos bioquimicos sobre as membranas dos espermatozoides ¢ o principal entrave

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.36, n.3, p.141-147, jul./set.2012. Disponivel em www.cbra.org.br 143



Y

Rondon et al. Perspectivas sobre o uso de antioxidantes na conservacdo do s€émen de suinos.

para o desenvolvimento tecnoldgico (Antunes, 2007).
Antioxidantes

Os antioxidantes sdo substancias como vitaminas, minerais, pigmentos naturais, aminoacidos, acidos
graxos e outros compostos vegetais, os quais bloqueiam ou neutralizam o efeito danoso provocado pelos radicais
livres (Wilhelm-Filho, 1994).

A vitamina E (o-tocoferol), antioxidante mais conhecido, lipossoluvel, protege as células de radicais
livres de oxigénio, in vitro e in vivo. Acredita-se ser o inibidor primario das espécies reativas ao oxigénio (ROS)
encontradas em pequenas quantidades nas membranas celulares de mamiferos e no plasma seminal humano
(Sikka, 2004) e suino (Satorre et al., 2007; Moraes et al., 2010a, b). Sua fun¢ao ¢ proteger as células do estresse
oxidativo (Sikka, 1996; Satorre et al., 2007; Moraes et al 2010a, b) ¢ também dos efeitos sobre a motilidade
espermatica semelhante aquela observada na utilizacio de seus analogos.( -tocoferol e Trolox"; Brezezinska-
Slevbodzinska et al., 1995; Satorre et al., 2007; Moraes et al., 2010a, b). O processo de oxidagdo atua
diferentemente entre as estruturas das células espermaticas de diversas espécies. Assim, os efeitos da vitamina E
podem variar com o uso da dose utilizada, ou de acordo com a quantidade de radicais hidroxilas a serem
inativados (Valenga e Guerra, 2007). A vitamina E tem efeito antioxidante sobre o sémen de suino,
possibilitando aumento da velocidade espermatica e do percentual de motilidade (Brezezinska-Slevbodzinska et
al., 1995; Jeong et al., 2009). A vitamina C também atua sinergicamente com a vitamina E, por meio da geracao
do grupo de tocoferdis a partir de radicais tocoferoxil produto da interagdo de tocoferol com as espécies reativas
ao oxigénio (ROS); (Valenca e Guerra, 2007).

Outros mecanismos de defesa antioxidante presentes no plasma seminal e na célula espermatica incluem
sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos. O sistema enzimatico compreende enzimas como a superoxido
dismutase (SOD), a glutationa redutase (GSH), a glutationa peroxidase (GPx) ¢ a catalase (CAT). Esta ultima
atua como catalisadora na rea¢do de redugdo do peroxido de hidrogénio a agua e ao oxigénio molecular. Seu
papel antioxidante diminui os riscos de formacdo do radical hidroxila a partir do H,O,, via reacdo de Fenton
(Wilhelm-Filho, 1994).

Os antioxidantes ndo enzimaticos sao substancias que, em baixas concentragdoes em relagdo ao substrato
oxidavel, retardam ou previnem sua oxidagdo. Desse modo, os antioxidantes atuam como protetores contra a
oxidagdo de biomoléculas por radicais livres, impedindo que a reacdo em cadeia seja avariada (Halliwell e
Gutteridge, 1999). Neste perfil, incluem-se a glutationa reduzida (GSH), o urato, o acido ascorbico, a vitamina E,
a taurina, a hipotaurina, os carotenoides e as ubiquinonas (coenzima Q), o acido urico e o acido lipdico
(Nordberg e Arnér, 2001).

Espécies reativas ao oxigénio

O elemento oxigénio pode ser considerado um radical livre, ja que apresenta desemparelhamento de
elétrons na sua Ultima camada eletronica, conferindo ao radical uma alta reatividade (Halliwell e Gutteridge,
1999). As ROS incluem todos os radicais derivados do oxigénio e encontrados em todos os sistemas bioldgicos
(Wilhelm-Filho, 1994). Em condi¢des fisiologicas, o oxigénio sofre uma redugdo tetravalente, com aceitagdo de
quatro elétrons, resultando em formagdo de agua. Durante esta reacdo, sdo elaborados reativos intermediarios,
como os radicais superoxido, hidroperoxila e hidroxila. Além destes, ha o ndo radical, o peréxido de hidrogénio
(H,0,), extremamente danoso, pois tem vida longa e ¢ capaz de atravessar membranas bioldgicas e, uma vez
produzido, ¢ removido por um dos trés sistemas de enzimas antioxidantes, como a catalase, a glutationa a
peroxidase e a peroxirredutase (Nordberg e Arnér, 2001).

O efeito prejudicial das ROS sobre o espermatozoide foi sugerido por Macleod (1943), o qual
demonstrou que a exposicdo do espermatozoide humano a altas concentragdes de oxigénio resultou em
toxicidade, com perda de sua motilidade devido a ocorréncia da peroxidagdo lipidica. Os efeitos desta reagdo
incluem perda de motilidade, de forma irreversivel, inibigdo de respiragdo espermadtica, lesbes no DNA
espermatico e perda de enzimas intracelulares, interferindo na capacidade fertilizante do espermatozoide (White
e Aitken, 1989).

Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ¢ definido como o desequilibrio entre processos bioquimicos que conduzem a
producdo de ROS e substincias oxidantes responsaveis pela sua remoc¢do (Sayre et al., 2008). Com o
metabolismo equilibrado, os mamiferos produzem radicais livres para destruir bactérias nocivas, virus e fungos
(Halliwell e Gutteridge, 1989; Aitken e Krausz, 2001). Os estresses oxidativo e osmdtico causam danos as
membranas plasmaticas e acrossomal, respectivamente, assim como contribuem para a antecipacdo da
capacitacdo e da reacgdo acrossomal, no processo de refrigeracdo e de congelagdo/descongelagéo, reduzindo a
longevidade do espermatozoide (De Ambrogi et al., 2006; Satorre et al., 2007; Moraes et al., 2010a, b).
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Macleod (1943) sugeriu que a exposi¢ao do espermatozoide humano a altas concentragdes de oxigénio
resultava em toxicidade, com perda de sua motilidade devido a ocorréncia da peroxidacdo lipidica, incluindo
perda de motilidade de forma irreversivel, inibi¢do de respiragdo espermatica, lesdes no acido
desoxirribonucleico (DNA) e perda de enzimas intracelulares que afetavam a capacidade fertilizante do
espermatozoide. Este fato também foi comprovado em espermatozoides de suinos (De Ambrogi et al., 2006).

Nos ultimos anos, muitas pesquisas tém sido realizadas sobre os efeitos do estresse oxidativo na célula
espermatica, especialmente no s€émen de humanos (Aitken e Krauz, 2001) e no sémen de suinos (Cerolini et al.,
2001), observando-se, especialmente, a grande atuagdo dos perdxidos sobre as membranas espermaticas e a
baixa capacidade antioxidante no plasma seminal de suinos (Brezezinska-Slevbodzinska et al., 1995), o que
estimulou o trabalho de Kowalowka et al. (2008), os quais estudaram o efeito da superdxido dismutase (SOD)
extacelular e cujos achados encontrados refletem que a presenca desta enzima antioxidante no plasma seminal de
suinos ¢ fundamental para minimizar os efeitos deletérios ocasionados durante o estresse oxidativo.

Consideracdes finais

A partir do exposto, pode-se observar que o conhecimento sobre a conservagdo do sémen suino em
refrigeracdo prolongada e/ou congelagdo ¢ de grande relevancia para o entendimento das caracteristicas basicas
das células espermaticas afetadas pelo estresse oxidativo. Além disso, o uso de antioxidantes pode proteger a
membrana do espermatozoide, tornando-se uma alternativa a ser considerada no sentido de minimizar ou impedir
as injurias causadas pelos radicais livres de oxigénio, evitando, assim, a perda no potencial fecundante dos
espermatozoides.
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