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Resumo

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas de
oxigénio e a atuagdo de sistemas antioxidantes da propria célula e tecido. O espermatozoide de mamiferos
apresenta metabolismo oxidativo e por isso ¢ um potencial produtor destas espécies reativas que podem
causar danos a estrutura lipidicas, proteinas ¢ mesmo ao DNA espermatico. Na espécie suina, o plasma
seminal confere importante prote¢do antioxidante ao espermatozoide ejaculado no utero da fémea, onde
os desafios a sua sobrevivéncia sdo inumeros. Contudo, esta defesa natural do plasma seminal ndo ¢
suficiente para garantir o maximo de resultado de fertilidade com o sémen submetido a processos de
refrigeracdo ou congelacdo e utilizado na inseminagdo artificial. Na presente revisdo, serdo abordados os
temas estresse oxidativo e metabolismo espermatico, bem como apresentados alguns dados sobre a
aplicacdo de antioxidantes na andrologia suina.
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Abstract

Oxidative stress is characterized by an imbalance between the production of reactive oxygen
species and the action of antioxidant systems present in the cell and tissue. Mammalian sperm have
oxidative metabolism and are therefore a potential producers of these reactive species which can lead to
damage to lipids, proteins and even sperm DNA. In the swine species, seminal plasma provides an
important antioxidant protection to spermatozoa that are ejaculated and deposited in the uterus, where
the challenges to their survival are numerous. However, this natural seminal plasma defense is not
sufficient to guarantee maximum fertility when semen is processed for artificial insemination, and later
used after preservation by refrigeration or freezing. In this review, the topics related to oxidative stress
and sperm metabolism will be addressed, and results about the application of antioxidants in swine
andrology will be presented as well as.
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Introducao

A inseminacdo artificial (IA) € peca chave no manejo reprodutivo da cadeia produtiva suina, de
forma que praticamente toda a logistica de producdo de leitdes estd calcada na correta produgdo,
processamento, refrigeragdo, transporte ¢ armazenamento das doses de sémen (Bortolozzo et al., 2008).
Isto ocorre devido ao arranjo produtivo majoritariamente determinado pela producdo de doses em
unidades de difusdo genética (UDQG) geograficamente equidistantes das granjas de matrizes (Alkmin,
2019). Com o continuo aperfeicoamento dos diluentes para sémen refrigerado, viabilizando a manutengéo
das doses em estado liquido por até 10 dias (Pezo et al., 2019), a inseminagdo artificial com sémen
refrigerado deve continuar a ser a biotecnologia reprodutiva mais utilizada na suinocultura.

Um dos aspectos cruciais da preservacdo dos espermatozoides em meio liquido refrigerado, ¢ a
manutenc¢do da viabilidade celular, obtida pela minimiza¢do de danos celulares e moleculares, além da
preservagdo das fungdes celulares (Strzezek et al., 1998). Tais condigdes sdo determinantes na garantia de
que, apos o periodo de armazenamento, os espermatozoides estardo em condigdes de enfrentar os desafios
impostos pelo percurso ao longo do trato reprodutivo feminino e, finalmente, fertilizar o odcito.
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Desde os primeiros estudos com a criopreservagido de gametas, compreendeu-se a necessidade de
“desacelerar” o metabolismo celular para “economizar” as fontes de energia e evitar “gastar” a célula
antes do momento da IA (Wilmut e Polge, 1971; Wilmut e Polge, 1977). Com o tempo, pesquisas
trouxeram uma nova compreensao sobre metabolismo oxidativo e sobre como subprodutos da respiragao
e metabolismo celular podem causar danos as células em diferentes condi¢des. Este fendmeno foi
chamado “estresse oxidativo”, uma condi¢do prontamente associada a processos patologicos, em especial
aqueles que envolvem inflamacao (Sies, 2018).

Estudos demonstraram que a producgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (do inglés
reactive oxigen species, ROS), também chamadas de radicais livres, resulta em danos importantes em
biomoléculas e, consequentemente, nas células e nos tecidos. O estresse oxidativo instala-se quando a
produgdo de ROS suplanta a capacidade natural (endogena) antioxidante da propria célula ou tecido,
caracterizando assim um desequilibrio redox (Aitken et al., 2016; Halliwell e Gutteridge, 2006). Porém,
com o tempo, estas moléculas, em muitos casos, também atuam em condigdes fisiologicas, participando
de processos bioquimicos como sinalizadores celulares (Davydov et al., 2018). Entendeu-se, entdo, que o
estresse oxidativo estd relacionado com um desequilibrio redox e ndo com a produgdo de ROS per si.
Nesta revisdo, serd explorado o papel do estresse oxidativo na preservacdo de espermatozoides suinos,
sendo discutida sua influéncia na qualidade das doses inseminantes, e abordando as estratégias ja
validadas para minimizag¢@o dos danos oxidativos pelo uso de antioxidades exogenos enzimaticos e ndo
enzimaticos.

Metabolismo espermatico como fonte geradora de ROS

Os espermatozoides de mamiferos em geral, apresentam a via metabolica oxidativa, tendo como
fonte principal de energia a frutose, porém a glicose também ¢ utilizada (Jones et al., 1992; Jones ¢
Gillan, 1996). O processamento de monossacarideos e a subsequente metabolizagdo de compostos
derivados de agucares através da fosforilagdo oxidativa mitocondrial, constitui a principal forma de
produgdo de energia nos espermatozoides das espécies domésticas (Mann, 1967).

A presenga de transportadores de glicose (do inglés glucose transportes, GLUT) em
espermatozoides suinos foi demonstrada, com destaque para a diversidade de tipos de transportadores
desta familia, evidenciando a complexidade do mecanismo de captagdo de hexoses para o ambiente
intracelular (Bucci et al., 2011). Uma vez dentro da célula, as hexoses utilizadas na via glicolitica serdo
metabolizadas, gerando a produ¢do de NADH e FADH,, que contribuirdo para producdo de ATP nas
mitocondrias alocadas na pega intermediaria do espermatozoide (Tait e Green, 2012). Contudo, a
produgdo de ATP no espermatozoide suino ¢ murino nio parece acontecer como resultado do equilibro
entre vias glicoliticas e mitocondriais (oxidativas) (Marin et al., 2003; Mukai e Okuno, 2004).

A incubagdo de um inibidor da ATP sintase ndo resultou na redug¢do de ATP em espermatozoides
suinos (Ramio-Lluch et al., 2014) de modo que se questiona, assim, a hipotese de que as mitocondrias do
espermatozoide suino teriam algum outro papel, além da produgdo de energia, j& que fornecem apenas
uma parte desta. Um indicativo importante veio de estudos que apontaram que as mitocondrias podem
controlar a motilidade e capacitagdo de espermatozoides nesta espécie (Ramio-Lluch et al., 2014).
Recentemente, foi evidenciado a importancia da fosforilagdo oxidativa mitocondrial para a motilidade
total e progressiva rapida de espermatozoides suinos, o que demonstra a necessidade de estudos mais
aprofundados para se aumentar a compreensdo sobre a real influéncia das mitocondrias na fungao
espermatica (Nesci et al., 2020).

As mitocondrias espermaticas em suinos, também produzem ROS como subproduto da
fosforilagdo oxidativa, mas tal produgéo ¢ relativamente menor quando comparada com a de outras espécies
(Yeste et al.,, 2013). Este fato ¢ importante uma vez que a composicdo da membrana plasmatica do
espermatozoide suino a torna mais suscetivel a dano oxidativo (Cerolini et al., 2000). De qualquer forma, ¢
importante compreender que a fosforilagdo oxidativa ndo € uma reacdo quimica unica. Ela envolve
centenas de proteinas e moléculas carreadoras de protons e elétrons, constituindo uma complexa cascata
de reagdes bioquimicas que nao sdo estequimetricamente balanceadas (Halliwell e Gutteridge, 2006).

O oxigénio atua como aceptor final de elétrons na cadeia transportadora, mas a formacao de H,O
resultante nem sempre ¢ obtida de forma equilibrada, o que acaba gerando a producado de radicais reativos
ndo balanceados como o radical hidroxila [OH] e o anion superdxido (O,7) (Halliwell e Gutteridge,
2006). Estes radicais, se ndo neutralizados, irdo reagir com biomoléculas diversas, causando danos
estruturais em lipidios, acidos nucleicos e proteinas. Um excesso destes danos moleculares pode levar ao
comprometimento funcional das estruturas formadas por estas moléculas, o que no caso do
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espermatozoide normalmente esta associada a danos na membrana plasmatica, fragmentagdo do DNA e
inativacao de proteinas relacionadas a fertilizagdo (Aitken et al., 2016; Aitken et al., 1998).

Protecio endégena contra o estresse oxidativo

Os espermatozoides sdo células especializadas em transportar o conteudo genético masculino
através do trato reprodutivo feminino e realizar a fecundagdo, promovendo assim, a formagdo de um
embrido. Durante a espermatogénese, ocorre a perda de volume celular e de organelas nas células
espermaticas que naturalmente possuem um sistema de prote¢do contra danos oxidativo (Ball, 2011).
Como resultado, os espermatozoides possuem baixos niveis de defesa antioxidantes, moléculas capazes
de neutralizar as espécies reativas de oxigénio (Koziorowska-Gilun et al., 2011a). Assim, cabe ao fluido
epididimario e plasma seminal fornecer complexos sistemas enzimaticos antioxidantes, além de outras
moléculas capazes de realizar tal neutralizagdo (Argenti et al., 2018; Bustamante-Filho et al., 2009;
Bustamante-Filho et al., 2006).

E importante ressaltar que o plasma seminal pode ser considerado suficiente para proteger os
espermatozoides de ataques oxidativo em condigdes fisiologicas (Jelezarsky et al., 2008), no qual destaca-
se a presenca de catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e superdxido dismutase
(Koziorowska-Gilun et al., 2011a), muitas destas ja presentes tanto no espermatozoide como no fluido
epididimario (Koziorowska-Gilun et al., 2011a). Chama-se atengdo também para outras proteinas e
pequenas moléculas que podem contribuir para formar a denominada capacidade antioxidante total do
plasma seminal (Barranco et al., 2015). Até o presente momento ndo foi definido se as defesas antioxidades
do sémen suino apresentam variagdo sazonal em virtude dos diferentes resultados obtidos em pesquisas com
reprodutores na Polonia e Brasil (Argenti et al., 2018; Koziorowska-Gilun et al., 2011b).

O processamento do sémen para A impde novos desafios na garantia de que a maior parte dos
gametas que constituem as doses inseminantes ndo sejam danificados pelo estresse oxidativo a ponto de
perderem sua integridade estrutural e funcional (Figura 1). Inclusive com relagdo as defesas antioxidantes
enddgenas, que demonstraram ser reduzidas em situagdes na quais o processamento seminal ¢ demasiado
longo (Barranco et al., 2021). A seguir, serdo discutidas as estratégias antioxidantes empregadas para
minimizar o estresse oxidativo no espermatozoide suino processado para IA.
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Figura 1.— Representac@o esquematica dos principais agentes envolvidos com o estresse oxidativo no sémen suino.

O espermatozoide suino utiliza hexoses (frutose e glicose) como fonte metabolica para glicolise,
ciclo de Krebs ¢ a fosforilagio oxidativa mitocondrial para producdo de ATP. Estes processos
bioquimicos geram espécies reativas de oxigénio que, quando em maior quantidade que as defesas
antioxidantes enzimaticas € ndo enzimaticas, resultam em danos moleculares e estruturais no
espermatozoide. Esquema elaborado com a plataforma Biorender (https://biorender.com/).

Uso de antioxidantes em andrologia suina

Diversos estudos avaliaram como a adi¢do de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
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podem contribuir com a preservagdo do sémen suino e alguns destes resultados estdo compilados na
revisdo sistematica elaborada por Ribas-Maynou e colaboradores (Ribas-Maynou et al., 2021). Alguns
dos compostos que contribuiram para melhoria da qualidade espermatica do sémen refrigerado foram
hidroxitolueno butilado (BHT) (Bamba e Cran, 1992), alfa-tocoferol (Cerolini et al., 2000; Zakosek Pipan
et al., 2017), fumarato de magnésio (Szczesniak-Fabianczyk et al., 2003), albumina sérica bovina (Zhang
et al., 2015), taurina (Li et al., 2017), glutationa reduzida (GSH) (Zhang et al., 2016), resveratrol (Sun et
al., 2020) e acido clorogénico (Pereira et al., 2018). Com relagdo a enzimas antioxidantes, observou-se
que a adi¢ao de SOD melhorou a motilidade espermatica, a viabilidade, a intergridade acrossomal, além
de reduzir a lipoperoxidagdo, tipica de dano oxidativo em membranas lipidicas de espermatozoides suinos
(Zhang et al., 2016).

Os antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos também vém sendo testados nos protocolos de
congelacdo de s€émen suino, uma vez que esta ¢ uma biotecnologia ainda mais desafiadora (Torres et al.,
2019). Os antioxidantes que apresentaram resultados positivos sobre qualidade do sémen descongelado
ou sobre os indices de fertilidade foram SOD, catalase, cisteina, extratos de alecrim e Salvia miltiorrhiza,
a-lipoic acid, BHT and Salvia miltiorrhiza, N-acetil-LCisteina, BHT e acido clorogénico (Shen et al.,
2015; Trzcinska e Bryla, 2015; Yamaguchi e Funahashi, 2012; Yang et al., 2016). Nao obstante, cabe
ressaltar que ndo apenas o tipo de antioxidante suplementado é importante, mas também a concentracao
utilizada (Ribas-Maynou et al., 2021). A suplementacdo em doses excessivamente altas pode ser deletéria
a fisiologia espermatica, uma vez que diferentes processos bioquimicos deste gameta dependem de niveis
adequados de ROS (Bansal e Bilaspuri, 2010).
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Consideracdes finais

Atualmente, todas as formulagdes comerciais de diluentes para refrigeracdo e congelagdo do
sémen possuem componentes com alguma atividade antioxidante. Infelizmente, devido a questdes de
protecdo intelectual, ndo se tem acesso a composi¢do completa dos principais diluentes comerciais em
uso na suinocultura nacional. Em especial nas formulagdes para preservacao do sémen de curta, média e
longa duragdo, que sdo utilizadas com base em necessidades diferentes de protecdo e manutencdo da
viabilidade dos espermatozoides.

Em resumo, técnicos e pesquisadores dedicados & andrologia suina, lidam com o seguinte
cenario: a preservacdo seminal a 17 °C nao inibe completamente o metabolismo espermatico; logo a
produgdo e concentragdo de ROS no diluente sdo potencialmente deletérios a integridade da membrana
plasmatica, proteinas ¢ DNA espermatico (Szymanowicz et al., 2019; Yeste, 2017). Da mesma forma, a
criopreservacdo seminal causa alteragdes bioquimicas e ultraestruturais nas mitocondrias dos
espermatozoides, resultando em danos oxidativos em organelas como o axonema (Gualtieri et al., 2021;
Zhang et al., 2021). Assim, a presenca de antioxidantes no meio diluente ¢ chave para minimizar ou
mesmo evitar os danos dos agentes oxidativos oriundos de mitocondrias danificadas. Tais exemplos
demonstram a importancia da suplementa¢cdo com antioxidante em diluentes de s€émen na espécie suina.
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