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Resumo

A formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) é uma situagdo inevitavel em organismos
aerobicos e sdo fundamentais em algumas fungdes do espermatozoide suino quando em niveis fisioldgicos,
controlados pelo sistema antioxidante celular. Porém, um desequilibrio entre a formagdo de EROs e
antioxidantes enddgenos, pode potencializar a acdo daqueles agentes e acarretar danos em estruturas celulares
levando a peroxidacdo da membrana plasmatica, fragmentacdo de DNA, queda da fung@o mitocondrial e reacdo
acrossomal precoce. O uso de antioxidantes exégenos no sémen tem apresentado resultados favoraveis, como a
reducdo da concentragdo de malondialdeido (MDA) nas amostras seminais em decorréncia da redugdo da
peroxidagdo lipidica e, em virtude disto, menores danos espermaticos ¢ melhor conservagio destes gametas. A
exemplo de antioxidantes ndo enzimaticos exdgenos adicionados aos diluentes, encontram-se os compostos
fendlicos, sendo o resveratrol, um antioxidante deste grupo com destaque em pesquisas na area de reprodugdo
devido a sua acdo benéfica para o espermatozoide contra as EROs. Por este motivo, a presenca do antioxidante
resveratrol no meio diluente do sémen suino pode se tornar uma realidade para auxiliar na redugdo dos efeitos do
estresse oxidativo decorrente da agdo das EROs produzidas e liberadas no ambiente espermatico, sobre as
ultraestruturas do espermatozoide durante o periodo de refrigeragdo, podendo proporcionar uma maior populacdo
de células viaveis funcional e estruturalmente por mais tempo.
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Abstract

The formation of reactive oxygen species (ROS) is an unavoidable situation in aerobic organisms and it
is essential in some boar sperm functions when at physiological levels, controlled by the cellular antioxidant
system. However, an imbalance between the production of ROS and endogenous antioxidants, may potentiate the
action of those agents and result in damage to cell structures leading to peroxidation of the cell membrane, DNA
fragmentation, loss of mitochondrial function and early acrosome reaction. The use of exogenous antioxidants in
semen has presented favorable results, such as reducing the concentration of malondialdehyde (MDA) in semen
samples due to the reduction of lipid peroxidation and, because of this, less sperm damage and better
preservation of the gametes. As an example of non-enzymatic exogenous antioxidant added to diluents, the
phenolic compound resveratrol has been played an interesting role on reproduction area due to its beneficial
action for the spermatozoa against ROS. Therefore, the presence of antioxidant resveratrol in boar extender
medium might become a reality to help decreasing the oxidative stress effects induced by the action of ROS
produced and released in sperm enviroment during the liquid storage. It might provide a greater amount of
viable cells for a longer time of cooling.
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Introducao

A inseminagdo artificial (IA) vém sendo utilizada de forma crescente na producdo de suinos e
atualmente, é inquestionavel sua importincia como ferramenta visando o aumento da eficiéncia reprodutiva
dentro da suinocultura moderna (Johnson et al., 2000; Gadea, 2003; Rodriguez-Martinez et al., 2005).

Ha duas formas ja utilizadas de conservacdo seminal para utilizacdo na IA: a refrigeracdo e a
congelacdo. A redugdo da temperatura tem sido um método utilizado para prolongar a viabilidade dos
espermatozoides ejaculados, devido a seu efeito de desaceleracdo dos processos metabdlicos celulares (Almond
et al., 1994).

E importante destacar que a membrana plasmatica do espermatozoide suino possui uma grande
quantidade de acidos graxos poliinsaturados e colesterol, que o torna muito suscetivel a peroxidagdo lipidica
durante a sua estocagem sob refrigeracdo (Cerolini et al., 2001; Flesch et al., 2001; Kumaresan et al., 2009).
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Neste sentido, a suplementacdo com moléculas antioxidantes pode reduzir o impacto do estresse oxidativo
durante o processo de armazenamento do espermatozoide e assim melhorar a qualidade do sémen refrigerado ou
criopreservado.

Dentre os antioxidantes ja estudados, existe, ainda, o Resveratrol (RVT), um potente antioxidante
pertencente ao grupo dos compostos fendlicos (Kovacic e Somanathan, 2010). Diante do exposto, a presente
revisdo tem como intuito discorrer sobre: 1 — a producdo de EROs e a peroxidagao lipidica; 2 — as caracteristicas
¢ mecanismos de agdo do resveratrol; 3 — resveratrol no s€émen de cachagos. Desta forma, serd permitindo ao
leitor uma maior compreensao sobre a importancia deste antioxidante, na reproducdo da espécie suina.

Rigo et al. O uso do Resveratrol na conservagdo do sémen suino sob refrigeracéo.

Producio de EROs e a Peroxidacao lipidica

As principais fontes de EROs no ejaculado sdo os espermatozoides imaturos (Gil-Guzman et al., 2001),
morfolégica ou funcionalmente anormais e os leucocitos, que podem estar presentes no ejaculado (Aitken et al.,
1995; Sikka, 1996; Aitken, 1997; Sanocka e Kurpisz, 2004; Zini e Libman, 2006; Marchesi e Feng, 2007; Maia e
Bicudo, 2009). A geracdao de radicais livres ocorre, normalmente, na membrana plasmatica pelo sistema
NADPH-oxidase, nas mitocondrias pelo NADH-oxiredutase dependente (Agarwal e Saleh, 2002; Guerra et al.,
2004) e citoplasma (Barbosa et al., 2010), e pode ser favorecida pela presenga de ions ferro e cobre (Koury e
Donangelo, 2003), sendo a mitocondria a principal fonte geradora de radicais livres por meio da cadeia de
transporte de elétrons (Green et al., 2004), responsavel pela produgdo de mais de 90% de EROs na célula
(Skulachev, 2012).

As EROs podem desempenhar fungdes fisiologicas, como a capacitagdo e hiperativagdo espermaticas,
reacdo acrossomal e interagdo espermo-oocitaria (De Lamirande et al., 1997; Burnaugh et al., 2007), ou agdes
deletérias ao sémen de acordo com as suas concentragdes. Portanto, o funcionamento ideal do sistema aerdbico
depende de um equilibrio gerado entre as quantidades de EROs produzidas e removidas pelo sistema
antioxidante celular (Halliwell e Gutteridge, 2001; Maia e Bicudo, 2009).

Os espermatozoides recém-formados dependem, basicamente, da protecdo dos antioxidantes presentes
no plasma seminal (Carvalho et al., 2002; Alvarez e Moraes, 2006), que se torna a mais importante forma de
protecdo utilizada por estas células no combate as EROs (Sikka, 2004), uma vez que a sintese de proteinas nos
espermatozoides ¢ limitada (Zini et al., 1993) e portanto incapaz de gerar novas enzimas antioxidantes
intracelulares.

No sémen de reprodutores suinos, devido & baixa capacidade antioxidante de seu plasma seminal
(Brezezinska-Slevbodsinska et al., 1995), observa-se importante acdo dos perdxidos sobre as células
espermaticas, interagindo de forma deletéria sobre os acidos graxos poliinsaturados (AGP) em fosfolipidios
presentes em sua membrana plasmatica (Cerolini et al., 2001), induzindo o processo de lipoperoxidagdo (LPO),
danos ao DNA e apoptose de espermatozoides (Kothari et al., 2010)

O ponto chave na iniciagdo da LPO ¢ a remogao de uma molécula de hidrogénio da ligagdo com o carbono
do AGP. Os AGPs (4cidos graxos poliinsaturados) sdo excelentes alvos para ataques das EROs por possuirem uma
ou mais duplas ligagdes em sua longa cadeia de carbonos (Aitken et al., 1995; Lima e Abdalla, 2001; Nordberg e
Arnér, 2001). Esse tipo de reagdo pode ser catalisada por metais de transi¢do, especialmente o ferro e o cobre
(Aitken et al., 2007), e comumente esta dividida nas etapas de iniciagdo, propagacao e terminagdo. A LPO altera a
estrutura e permeabilidade da membrana, assim como sua fluidez, podendo prejudicar a fertilidade dos
espermatozoides da amostra (Ferreira e Matsubara, 1997; Maia e Bicudo, 2009; Ball, 2011).

O radical hidroxila (OH") ¢ a molécula mais eficiente na retirada do hidrogénio, culminando no inicio da
reagdo em cadeia da peroxidagdo lipidica (Benedet e Shibamoto, 2008). O processo é propagado por radicais
peroxila e resulta na formacdo de hidroperdxidos lipidicos e aldeidos citotoxicos, tais como o malondialdeido
(MDA), o 4-hidroxynonenal e os isoprostanos (Aitken et al., 1995; Lima e Abdalla, 2001; Nordberg e Arnér, 2001).

Barranco et al. (2015) demonstraram através de um método de determinacdo da capacidade total de
antioxidantes presentes no plasma seminal (CTA-PS) desenvolvido por Erel (2004), que amostras de s€émen com
baixa CTA-PS apresentam maior declinio na motilidade e viabilidade em comparag@o a amostras com alta CTA-
PS. Este autores concluiram portanto que o CTA-PS poderia proteger o espermatozoide de cachagos durante o
armazenamento da dose inseminante sob refrigeragdo, especialmente se a amostra de sémen fosse armazenada
em condi¢des inadequadas de temperatura e tempo de estocagem ou obtida de cachagos com espermatozoides
menos criotolerantes.

A pratica do uso de substancias antioxidantes adicionadas a diluentes de sémen, tem sido utilizada em
varias espécies de forma a diminuir os efeitos deletérios causados pelos metabolitos reativos do oxigénio as
células espermaticas. Apesar disto é de conhecimento que estes radicais livres também podem estar presentes em
meios com auséncia de células, por isto um maior estudo sobre a minimizagdo dos efeitos toxicos desses
compostos sobre o espermatozoide pode ajudar a formulagéo de melhores diluentes (Maia et al., 2007).

Caracteristicas e mecanismo de acao do resveratrol

O RVT (trans-3,5,4'-trihydroxystilbene) ¢ um composto polifendlico presente em uvas, amendoim,
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frutas vermelhas e vinho (Kovacic e Somanathan, 2010). Este polifenol ¢ um estilbeno formado através de uma
reacdo de condensacdo entre 3 moléculas de malonil- CoA e uma molécula de 4 — cumaroil- CoA. E uma
fitoalexina cuja funcdo bioldgica é proteger a planta em resposta a ambientes estressantes, como infecgdes
microbianas, radiacdo ultravioleta e flutuagdes de temperatura. Pode ser encontrado nas configuracdes cis ou
trans (HAO e HE, 2004), sendo a forma frans mais estavel e biodisponivel. O precursor do RVT ¢ a fenilalanina
e a enzima estilbeno sintase catalisa a conversao desta em resveratrol (Jeandet et al., 2002).

A literatura contém numerosos relatos sobre as propriedades do RVT, incluindo anti-inflamatoria,
cardioprotetora, anticancerigena, antimicrobiana, antienvelhecimento e antioxidante (Cottart et al., 2010), sendo
o poder antioxidante, através da eliminacdo de radicais livres, a atividade bioldgica mais importantes (Xia et al.,
2010).

O RVT tem a habilidade de inibir a formag@o de EROs pelas enzimas NADPH-oxidase (Li, 2011) e
NADH-depedente oxiredutase (Delmas et al., 2005) localizadas na membrana plasmatica e mitocondria do
espermatozoide (Turrens, 2003; Guerra et al., 2004).

Resveratrol no sémen de cachacos

Um amplo nimero de estudos demonstra que o RVT pode ser benéfico em varios aspectos da fungdo
celular e saude animal, porém este composto apresenta uma dicotomia onde baixas doses melhoram a funcao
celular enquanto altas doses aumentam a morte celular com concomitante reducdo da fungdo da membrana
mitocondrial (Zini et al., 1999; Sareen et al., 2006; Zunino ¢ Storms, 2006; Pervaiz ¢ Holme, 2009; Fulda et al.,
2010; Low et al., 2010). Em relagdo ao sistema reprodutor do macho, pesquisas que focaram na agdo do
resveratrol apresentam resultados divergentes (Juan et al., 2005; Branco et al., 2010; Garcez et al., 2010;
Collodel et al., 2011; Silva et al., 2012; Ourique et al., 2013).

Martin-Hidalgo et al. (2013) realizaram experimento com amostras de sémen suino suplementadas com
diferentes concentragdes de RVT (10, 33, 66 e 100 uM) para avaliarem pardmetros convencionais ligados a
qualidade seminal como viabilidade espermatica, fluidez de membrana plasmatica, integridade de membrana
acrossomal e potencial de membrana mitocondrial. Os resultados obtidos ndo permitiram concluir se a adigdo do
RVT melhorou ou se houve efeito adverso na preservagdo do sémen armazenado a 17°C, entretanto estes autores
constataram que o resultado mais evidente foi a redugdo do potencial de membrana mitocondrial observado em
espermatozoides tratados com qualquer concentragdo de RVT (10-100 pM).

Gadani et al. (2017) avaliaram o efeito da suplementagdo do diluente de congelamento suino com
diferentes concentragdes de RVT (0,5, 1 e 2 mM) quanto a viabilidade celular, integridade acrossomal e
fertilizag@o in vitro. A utilizacdo do RVT, nas concentracdes utilizadas, ndo influenciou a viabilidade celular e
integridade acrossomal. No entanto, aumentou significativamente a eficiéncia da fertilizacdo em todas as
concentragdes estudadas, representada por uma maior taxa de penetragdo do espermatozoide.

Os resultados obtidos por estes autores deixam abertas possibilidades de mais estudos acerca deste
composto, sobre a fungdo e qualidade das ultraestruturas da célula espermatica, bem como avaliagdes que
envolvam concentragdes variadas além das existentes na literatura.

Consideracdes finais

A adi¢do do antioxidante polifendlico resveratrol, ao meio diluente durante o processamento da dose
inseminante suina, visando sua conservacdo sob refrigera¢do, ¢ uma alternativa que pode auxiliar na protegdo do
espermatozoide contra a agdo de produtos toxicos resultantes do metabolismo celular. Desta forma, durante o
periodo de armazenamento, seriam minimizados os efeitos negativos causados as células. Entretanto, ¢
primordial a execucdo de mais pesquisas que verifiquem a melhor concentracdo do resveratrol para o sémen
suino em geral, justificando assim a possivel utilizacdo comercial.
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