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RESUMCO

A utilizagdo de sémen congelado para inseminagies artificiais ja vem sendo estwudada hi
mais de 30 anos ¢ 05 avangos nesta area se devem prncipalmente fs pesquisas dos
diferentes fatores que influenciam & conservagio do sémen e fertilidade de um epaculado.
O protocolo 1deal de criopreservagio nido fol totalmente elucsdado por pesquisadores da
arca, apesar de ser bastante utilicado pama conservagio de tecwdos ¢ de celulas, como os
espermatozoides. Isto s¢ deve ao fato de que o sucesso da criopreservagiio depende de
diferentes parametros, entre eles a utilizagho de cnoprotetores; bem como uma
concentragio adequada, o que vana de espécie para especie. Varios estdos foram feitos
para se obter uma melhor congelagio de sémen suino, com o objetive de diminuir oz
mdices de crimnjurias caussdos pelo abaixamento de temperatura. Apesar de anda
existirem muitos problemas no processo de cnopreservagio de sémen do varrio. alguns
autores relatam que o uso do sémen congelado superari o do sémen resfriado, por ser um
procadimento que permile preservar células por longos penodos de lempo. Este tmbatho
teve como objetivo relatar os principais problemas ligados & congelagio de sémen e os
avangos da tecnica utihizada para tal, através de wm levantamento geral acerca dos
principais aspectos ligados a cnopreservagdo, com énfase na especie suina.
Palavras-chave: Conservagiio, crioprofetores, sémen, varrio,

ARSTRACT

The uze of frozen semen for arificial msemination has been studied for over 30 vears and
the advances in this area are mainly due to research the different factors that mfluence the
semen retention and fertility of an ejaculate. The optimal protocol for crvopreservation has
not been fully elucidated by researchers in the field, even though it is often used for
preservation of tssues and cells such as sperm cells. This s due to the fact that the success
of cryopreservation depends on differemt parameters. among them the use of
crvoprotectants ag well as a suitable concentration, which differ between species. Several
studies were made seeking a better freezmg of boar semen, also, auming to reduce the rates
of freezing damages caused by the lowering of temperature. Although there are stll many
problems in the process of cryopreservation of boar semen, some authors report that the
use of frozen semen, outrank the cooled semen. due to a procedure that preserves cells for
long periods of time. This study aimed to report the main problems associated with
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freecang semen. and technique advances through a general survey aboul the main aspects
of crvopreservation with emphasis on swine,
Key-words: Conservation, crvoprofectant. sperm., boar,

INTRODUCAO

O auments do volume de producio e consumo de carne suina nos GlLmos anes
acarretou pa necessidade de producio de ammais com elevada eficiéncia reprodutiva. A
mseminagio amficial, apesar de ter vantagens em relacio a monta natural, ainda possu
fatores limitantes a sua otimizagio. Sera essencial pam a lucratividade do setor suinicola a
pratica de procedimentos corretos de conservagio de semen. melhona nos resultados e
diminuigao dos investimentos ¢ custos (WOLDERS ¢ TEN NAPEL, 2005).

Para que seja possivel uma boa conservacio espermatica dumante penodos
prolongados, sena necessana que a integridade celular seja preservada, bem como se
reduzie o atividade metabdlica. Adicionalmente, uma curva ideal de abaxamento de
temperatura e a diluigho do sémen em melos adequados senam cwdados a serem tomados
{SANCHEZ, 2003). O resfiamento e a congelacio sio duas formas de conservacio
seminal. Através da redugdo da temperatura, prolonga-se a  wiabilidade dos
espermatosodes, devido 4 desaceleracio dos processos metabalicos celulares (ALMOND
e al, 1994),

O estudo e utilizagio de sémen congelado em programas de inseminacio artificial
{IA), vem acontecendo ha vinas décadas. com 08 primeiros resultados em suinos nos anos
1970. Os avangos nesta area se devenam as. pesquisas de diferentes fatores. que
mfluenciariam na fertilidade como o envase do sémen, diferentes diluentes, curva de
resfriamento, descongelacdo e diferentes crioprotetores ( EDASHIGE eral , 2007).

A criopreservagio seria definida como a manutengdo de celulas em temperatura
criogénica (-196 *C), com a diminuigio ou intermupeio de reagdes quimicas, processos
biolégicos e Osiwcos, ntra e extracelulares (BAKHACH. 2009), Dentre seus beneficios,
enconira-s¢ a conservacho @ utilizagho do sémen por longos penodos. reduzindo riscos e
custos com a agquisigho e transportes de reprodutores, além da mpida difusdo genética e
formacio de bancos de sémen de alto valor genético, Diante da importancia deste processo,
o presente trabalho apresenta um levantamento geral. acerca dos principais aspectos
ligados & criopreservacho de sémen com énfase na espécie suina.

DESENVOLVIMENTO

Principlos da criopreservacao de células animals

Uma maneira de solucionar problemas relacionados ao amazenamento de
espermatozoides, ovocitos e embrides sena a utilizagio de 1eenicas de criopreservagae, que
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visariam diminuir o metabolismo celular, sendo assim possivel a sua conservagio por
tempo indeterminado, O primeiro sucesso dessa tecnica foi mencionado por Whittingham
(1971 ), utilizando embrides de camundongos. Com o swgmentoe dos bancos de sémen ¢ o
avango de tecnolomas na reprodugho assistida, o processo de cnopreservacho lomou-se
essencial. Por isso, um dos grandes desafios para a criobiologia & desenvolver wn metodo
eficiente de criopreservacio de células e tecidos (PYLES, 2013).

Nao cnopreservacdo, se fana uma remocio de dgua das celulas, antes de sua
congelacio. Se essa desidratacdo ndo ocomer, cnstas de gelo se formanam. lesando as
estruturas  intracelulares. O mecanismoe de agio dos crioprotetores se basearia no
ahaixamento do ponto de sohdificagdo da solugdo a ser congelada, permitindo um maior
tempo pama a desidratacio da céhula ¢ dimmuindo a formagdo de cnstais de gelo
mtracelulares, O8 cnoprotetores inlteragiriam com a membrana celular, exercendo agdo
estabilicadom, durante as mudancas de estado fisico do meio de conservagio (SEIDEL JR.,
1986).

Mesmo com curvas de resfriamento e aguecimento consideradas dtumas, ainda ndo
existinam fecnicas de criopreservacio que permiitissem cem por cento de sobrevivéncia
celular. Apesar de todos os efeitos beneficos dos crioprotetores, sua toxicidade limitana a
concentragdo utilizada e, portanto, sua eficacia de protecho (FAHY. 1986). Podem.
tambeém, ter uma agho direta na produgio de cnoinglnas, com ongens amda ncertas, com
algumas evidéncias de que ocorreriam alteragdes no  reordenamento  lipidico e
desorganizando as associagdes ipoproteicas, indispensivels para o seu bom funcionamento
{ARNOLD er al . 1983),

Criopriteiores

Os agentes cnoprotelores sepam essencials em, praticamente, todos os sistemas
bioldgicos (FAHY, 1986) & visariam aumentar a sobrevivéncia das células, durante & apis
a criopreservagio (AMANN e PICKET, 1987 Daversos estudos tém procurado encontrar
um cnoprotetor ideal, porem a concentracko uilizada variaria com a espécie animal e o
gran de sensiilidade celular, O crioprotetor ideal deveria possur wm baXoe peso
molecular, boa solubilidade em dgua e minima toxicidade aos espermatozoides.

Em todas as técmicas de congelagio ocorrera a adigio de substincias
crioprofetoras, que protegeriam as células ou tecidos dos danos ocasionados pela baixa
temperatura e que seriam classificadas em duas categorias: intracelulares, ou permeaveis e
extracelulares, ou ndo permeaveis (MARIA, 2005), utilizados juntos ou separados, em
diferentes protoecolos de cnopreservagio (YOUNG eral | 1995)

Os crioprotetores intrcelulares aginam, retirando a agua da célula por diferenga
osmioca, dimmimdo sua temperatura de congelacio e a formagdo de enstas de gelo. Os
extracelulares senam substincias de alto peso molecular; por 1550, n&@0 slravessanam a
membrana plasmatica. Atuariam sobre a superficie da célula, estabilizando sua membrana,
reparando e diminuindo os possivels danos causados pelo processo de congelacdo
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(CAROLSFELD ¢ HARVEY, 1999). A combinacio dos dois tpos acima permitina wma
protecao mas completa do espermatozoide (LEUNG ¢ JAMIESON, 1991 ),

Caracteristicas ¢ congelagio do ¢jaculado suino

O gjaculado sumno poderia vanar com a idade do ammal, estagio do ano, meervalo
entre coletas, estado nutnoonal ¢ raga. O varrdo sena o maor produtor de volume de
semen por epculado dentre as especies de interesse sootecnico, com medias entre 130 a
500 mL. Sen ejaculado sena constituide de trés porgdes; uma primeira fase, pobre em
cspermatozoides; uma fase intermediana, a mais nca em celulas espemmaticas ¢ a ultima,
que formaria o tampdo vagmnal, constituida de material gelatinoso (CAVALCANTI, [998),

A ocongelagio de sémen suine ¢ um método demomdo ¢ complexo, sendo
necessaras de T a 9 horas, da coleta 4 congelagdo propriamente dita. As amostras sho
submetdas a uma curva de resfoamento, visando a manutencio da viahilidade espermatica
pos-descongelacio. Sio inumeros os profocolos uillizados para criopreservagio de sémen
suino, varando deade o cnoprotetor, a velocidade no abamxamento de temperatura, os tpos
de embalagens para conservagio ¢ o8 melndos de descongelacio (BORTOLOZIO of ol
20035),

Desde a década de 1970, vanos estudos formm realizados para melhorar as
tecnicas de conservagio de semen suino, Os resultados de fertihidade com sémen
congelado ainda seriam inferiores aos obtidos com o sémen refrigerado (RUVALCABA er
al, 2003), Apesar da baixa produtividade do sémen congelado, as perspectivas para o uso
dessa técnica pareceriim promissoras, devido aos avancos de novas tecnologiag e o
apnmoramento de equipamentos de congelagio do sémen (WOLDERS ¢ TEN NAPEL,
2005).

O sémen suino seria 0 mais sensivel as flutuagdes de temperatura (CORREA er
al , 20001) em relagio 4 outros mamiferos domésticos. Temperaturas abaixo de 15 °C
senam causas de chogue térmuco, com perda wreversivel da motbdade ¢ lesbes nas
estruturas celulares, Temperaturas acima dos 18 °C. nlo reduziciam de forma eficiente o
metabolismo espermatico ¢ facilimariam a multiplicacio de bacténas (SCHEID, 2003).
Esmdos relacionados com avaliagio e efeito de diferentes crioprotetores, diluentes, curvas
de abaixamento de temperatura, diferentes tipos de envases tenam como objetive amenizar
#s crininjunas sofridas pelos espermatozoides ( ANTUNES, 2007),

Durante a criopreservagao, a pnmeirs mudanga seria uma transigéo de fase dos
lipidios de membrana. que vanana, de acordo com a constituigiao da mesma ¢ passaria de
fluada para gel, afetando a sua movimentagio laterl ¢ formando um arranjo hexagonal
regular, podendo ocorrer uma sepamgio lateral ¢ a formagio de locas ocupados somente
por  lipidios. As proteinas ficanam excluidas desses agrupamentos hexagonas,
permmanecendo em locais onde os hipidios ainda permanecessem ém seu estado luido e
sults funghes necessanas ao ansporte de lons ¢ infegridade da membrana podenam ser
afetadas { WOELDERS, 1997). A mudanca de fase dos lipidios estana concentrada entre 15
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e 5 °C, intervalo onde o espermatozoide suino estarm submetidos aos efeitos da transigio
de fase lipidica (WATSON, 2000).

Limitaghes na criopreservacio do sémen suino

Na suinocultura, a utilizagio de doses congeladas na IA ainda possuiria cuslos
elevados. com um menor numero de doses de semen obtidas por ejaculado ¢ uma grande
varagao da congelabilidade entre diferentes reprodutores (BORTOLOZZO e ol |, 2005

O uso de sémen congelado sena, ainda, limitado em suinos, com uma diminnicao
de femtilidade associada a alteragbes moleculares na membrana acrossomal produgio de
especies reativas a0 oxigénio, instabilidade da membrana espermatica apoz a
descongelagio (BREININGER er of. 2005) e uma desestabilizagio na estrutura da
cromating em espermatozoides (FRASER e STRZEZEK, 2007),

Ao screm congelados, os espermatosoides sofrenam mudangas fisico-quimicas,
devido as crioinjunas, podendo ocorrer modificagies no citoesqueleto, alterngdes na
arquitetura  das mitocondrias, quebra da assimetrin da membrana  espermatica e
condensacho da cromatina {(WATSON, 190935),

Apesar da separagio lateral de lipidios da membrana do espermatozoide. com a
diminuicio de temperatura, ele ¢ um processo reversivel com o aumento da mesma, mas
seu funcionamento pode ser alterado de forma wreversivel. Perda de cations ¢ enzimas,
reducio da atvidade enzimatica, aumento da permeabilidade e perturbacdo no processo de
difusdo, senam algumas das alteragdes decommentes da sepamgéio de fases (De LEEUW et
al, 1990),

O sémen suino sera um dos mais sensiveis ao chogue térmico, com maior
segregacao de parmiculas durante o processo de congelacio. Essa semsibilidade pode ser
explicada pela baixa relagio colesterol/lipideos do sémen. A presenga do colesterol seria
importante na membrana, pois interferina no comportamento dos lipidios, durante as
mudancas de fase (De LEEUW e of, 1990), com uma alta proporgio de
proteinas/fosfolipidios na membrana espermatica ¢ ponto de fusio relativamente alto
(PARKS e GRAHAM, 1992),

O espermatozoide do vardo ambém seria mais suscelivel a0 estresse osmatico,
devido 45 mudancas de volume durante a congelagio (WATSON, 1995). A curva de
temperatura (congelagho e descongelagio) sera essencil pama preservar a mlegndade
dessas odlulas. Uma vee que. o congelacho muito ripida ouw uma descongelachs muito
kenta, favorecerivm a formacio de cnstas de gelo intra e extracelular, respectivamenie,

s atuais merws de conservagio representanam os conhecimentos de diferentes
grupos de pesquisa sobre as necessidades da célula espermatica ¢ sua conservagdo por
refrigeracio (SANCHEZ, 2003). Apesar disso, ainda sena desconhecido o diluente ¢ a
temperatura ideal. capazes de oferecer maior longevidade aos espermatozoides sulnos,
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Crioprotetores intracelulares
Etilenoglicol (EG)

Ele pessuina um baixo peso molecular, o que permitina uma mpida entrada ¢
saida do meio mtracelular, durmnte o penodo de equibbno e rehidratagio. O EG serna
menes woxice do gue outros cnoprotetores (CETIN e BASTAN, 2006), sendo utilizado em
diversos protocolos, pam a criopreservacio de ovocilos ¢ embrides em materiais biologicos
de vanas espécies (VOELKEL e HU, 1992,

0O EG tena uma boa acho protetora para 3 célula espermdtica suina,
proporcicnando uma boa manutencio pos-descengelacdo de algumas caracteristicas, como
0 vigor espenmatico, a motilidade espermatica, a mtegridade acrossomal, a vitalidade
espermatica e a integridade de membrana. Esta agio benéfica sena equivalente a de outros
crioprotetores intracelulares como o glicerol e o propolenoglicol. Dessa forma, o
crioprotetor de eleigio continuana sendo o gheerol, uma ves que ja seria wsado como
rotina nos protocolos de congelagio do sémen suino. Os valores encomtrados pam o
numero de espermatogoides vives, com acrossoma intacto, wtilicando-se esses trés
crioprotetores, foram inferiores & 50%, apresentando um percentual de queda enre 25 & 36
pontos. Os resultados demonstraram que o tipe de cnoprotetor utibizade nio nfluencion
nos resultados finais desta caractenstica { TONIOLLI e af, 2005),

O espermatozowde do varrio, sena o mais sensivel ao processo de congelagio,
com o aparecimento de danos de membrana e de organelas celulares, devido ao estresse
osmotico, a0 chogue ternuco e a formacio de gelo imm-celular (WATSON, 1995). Dessa
forma. uma melhor combinagho entre npo de crioprotetor e técnica de congelagiio. ainda
precisaria ser encontrada (PENA e al., 2003).

Clicerol (GLI)

O glicerol seria um crioprotetor  permeavel & membrana e protegeria o
espermatozoide da formacao de cnistais de gelo, durante a congelagan, reduzindo os danos
da membrana celular (PURDY, 2005). Fo o pnmeiro crioprotetor a ser utilizado na
congelacio de espermatozoides (POLGE et al., 1949). Porém, as concentmcies utilizadas
poderiam interferir ma capacidade de fecundagio, por apresentar certo grau de oxicidade
{PURDY, 2005).

O glicerol tena a funcdo de apmentar o volume de canas de solveotes
descongelados e diluir as concentragbes de sais, durante o resfnamento (SQUIRES of al ,
1999). Seria largamente utilizado para a congelagio de sémen caprino. cuja concentragio
usada em diferentes estudos variaria de 3% a 9% (LEBOEUF er af , 2000). Entretanto, sua
presenga estaria relacionada com a queda da fertilidade do sémen congelado, em equinos
{(SQUIRES ar al , 1999).

O glicerol seria considerado um alcool, com tres grupos Tuncionais de hidroxilas,
as guats receberinm um hidrogémo da molecula de agus, em seis sinos diferentes. Sew
efeito cnoprotetor estaria relacionado com a capacidade de se ligar com a dgua,
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diminuindo a osmolandade do meie de congelagio, tendo facihidade em atravessar a
membrana eelular ¢ manter a osmolandade intema ¢ externa. A concentragio utilizada
serid limitada, devido a sua toxicidade, que dependena da taxa de resfrinmento, da
velocidade de congelacho, da composigho do diluente & do método de adicio (FAHY.
1956; WOELDERS 1997). Promove alteragtes nos muctodibulos e a induzicia a uma
rapida reagio acrossomal (SLAVIE, 1987},

Apesar do ghicerol ter, também, efeito toxico sobre a célula, ele tem sido o
crioprotetor mais utihzado em protocolos de congelagio do sémen suine (TONIOLLI et
al., 2015), uma vez que a viabilidade espermatica seria normalmente reduzida. devido a
myunas celulares, provocadas durante todo o processo de congelagio {BIANCHI et al,
2000). Assim sendo, o uso de um cnopeotetor eficiente sera imporante, sedo cle a
substancia de eleigio utilizada para a protecio do espermatoroide sumo, em protocolos de
congelacio do sémen (SCHEID, 1992),

Por outro fado, a utlicacho do glicerol em baixas concentragdes (1 3%) permitiria
uma melhor sobrevivéncia espermatica, apds a descongelacdo do sémen (ATMLID e
JOHMSON, 1988), Um melhor efeito de crioprofecio, favorecendo a infegridade
acrossomal, poderia ser negativamente afetada, com um aumento da concentragao do
ghicerol (Y1 et al., 2001

Dimetilsulfoxido (DMSO)

Em [867, o quumico Alexander Sayteefl sintetizou o dimetilsulfoxido (DMSO),
descrevendo sun notivel capacidade solvente (STONE, 1993). Como crioprofetor, o
DMS0 fm utlisado, pela prmemwa ves na cnopreservagho de sémen de touro
(LOVELOCK e BISHOP, 1959). Desde entho, esta aciio vem se destacando e tem sido
largamente utilizada na cniopreservagao de foliculos ovananos (KIM er al, 20100, oocitos
(MAHMOUND ef af | 20010) ¢ embeides (KUMAR e ol 20000,

Uma ebevadn capacidade lgroscopica decorrena da sua intensa afimdade pelo
hidrogenio & exirema capacidade de penerracio e difusdo. Sua oxicidade seria
reconhecidamiente baxa (BRAYTOMN, 1986; STONE, 1993}, com capacidade citoprotetora
(KOTERBA er ol , 1990) superior ao do glicerol (BRAYTON, [986)

As amidas, incluindo o DMSO, devido a seu baixo peso molecular {glicerol =
92g/mol; menlformamida = 59g/mol & dimenlformamida = 73g'mol), possuiriam akta
pemmeabilidade na membrana, penetrando com maior rapidez e reduzindo a possibilidade
de dano celular por estresse osmotico { BALL e VO, 2001 ). Seu efeito crioprotetor poderia
ser atribuido a sua habilidade de permear 8 membrana da celula, permitinde uma mais
eficiente ligagio as moléculas de agua (BALL e VO, 2000; KAROW, 2001 )

O DMS0 tem sido uhlizado com sucesso na cnopresérvagho de gametas e
embrites, por ser win alcool dipolar, sendo capas de imterage ou combinar-se com acidos
nucleicos, carboidratos, hpideos e proteinas; sem alterar, de forma wreversivel, a
configuracio das moléculas (SOJKA er al. 1990). Essa substincia seria considerada
relativamente atdxica (WUSTEMAN er o, 2008). O DMSO atravessaria rapidamente as
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membranas, por difusio. Recentemente, atraves de estudos com injegio intrapocitana de
RNA atraves do canal proteico aquaporma-3 em oocitos de ri, for demonstrado, pela
primeima ver, o ransporte de DMSO por essa via, mesmo em condi;des de baixo gradiente
de concentracho (Y AMATN e o/, 2006).

Crioproteiores extracelulares
Gema de ovo ()

A composigio dos diluentes seria um dos fatores que afetaria a proporcio de
celulas vivas, apos a descongelagfio. A maiorsa possuiria 4 gema de ovo em sua
constituigao, uma vez que a fosfatidilcolina e a lipoproteinas da gema. bem comoe a caseina
nos diluentes a base de leite, teriam uma agiio protetora sobre as células espermaticas,
contra o choque termico. A LDL, uma lipoproteina de baixa densidade, presente na gema
de ovo, pode agregar-se 4 membrana plasmatca, durante o processo de congelagio,
evitundo a perda de fosfolipidios da membrana ¢ diminwndo as cnoinpunias (DAS, 1995),

O vso da gema de ovo poderia aumentar o risco de contaminagho microbiana, o
que poderia reduzir a capacidade de fertilizagio dos espermatozoides (AIRES er afl, 2003).
Em algumas espécies, como cameiro (WASTON e MARTIN, 1975), cabra (ABOAGLA ¢
TERADA, 2004) ¢ bufale (KUMAR e al, 1993), podena reduzir a viebilidade e a
integridade do acrossoma. Toniolli ef af. (2010) compararam & agio crioproteiora da gema
de ovo inm momwra e de outm, em po, sem resullados sigmificativos nos parimetros
analisados; sendo que a melhor condigho sanitaria da gema de ovo em po podera
minimizar os efeitos deletérios da contaminacie do diluente do sémen.

A pema do ovo apresentaria 49% de umidade e 51% de sélidos tofais; sendo que.
destes, 31%% seriam lipideos totais (BARRETO er ol, 2006). Entretanto, ela nio seria
definida como um composto biologico gqoe confenia proteinas, vitaminas, fosfolipideos,
gheose, componentes bactericwdas e antioxidantes (HOUPALATHI e of , 2007), Cutras
substancias vém sendo estudadas para substiluigio deste crioprotetor, comao as lecitinas de
soja (HIWASA ef al, 2009), com o objetive de preparar meios quimicamente definidos
(HOUPALATHI et al, 2007T).

Acdcares

Sua utilizagdo como crioprotetor deve levar em consideragio sua propriedade
quimica e funcionalidade. Um agucar mantena a pressio osmotica dos diluentes por
desidratagdo celular, dimimuindo a formagio de cristais de gelo intracelular (PURDY,
2000); interagina com os fosfolipidios. ocommendo estabilizagio de membranas (HINCHA
et al, 2006}, reorganizana e aumentana a capacidade de sobrevivéncia espermatica
(BUCAK er af, 2007); sendo vtilizado como fonte de encrgia, atraves de glicolises e
fosforilagio  oxidativa nas mitocondrias, visando 3 movimeniacho espermatica
(PONGLOWHAPAN eral . 2004 ).
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Dentre os agucares ulilizados nos meios diluentes para criopreservagiio de sémen,
estanam os simples; como o frutose & o glicose e os ndo penetrantes na coluld, como
[nctose, mlinose e realose. Dissacarideos, como a trealose € a sacarose, miemgriam com
0% grupos polares. promovendo a éstabilizacio da membrana espermatica (DALIMATA e
GRAHAN, 1997).

O acicar no meio dilvente seria uma fonte de energia para a motilidade
espermatca. Na comparagio com a frutose, lactose e sacarose, o uso da ghicose adicionada
a0 diluente BTS proporcionou melhores resultados (TONIOLLI er af, 2015). Sera
possivel que este resultado fosse reflexo de uma melhor adaptagio do metabolismo
espermatico a este tipo de agicar; ou, ainda, que esteja relacionado com a necessidade de
uma modifica¢io nos protocolos de congelagio (JOHNSON er al., 2000; ANTUNES.
2007).

Quando camcteristicas como integridade acrossomal foram avaliadas, a wtilizagho
desses quatro upos de agucares ndo influenciana a qualidade des resultados obndos.
Avaliando-se o nmimere meédio de células vivas com acrossoma miacto, pode haver um
percenfual de queda enire [E e 33 pontos percentuals nos resuliados. Eotretanto, ficaria
ainda abaixo dos 50%a, valores esses anda considerados razoiavers, em s tratando de
sémen congelado (BIANCHI er al., 2006).

Por ouwtre lado, a glicose proporcionaria uma maior  percentagem  de
espermatozoides com membrana infegra e uma menor percentagem de células com dano
total. em relagdo aos demais agicares aqu citados. Esses resultados poderiam estar
relacionados ao fato de que a glicose proporcionou uma protegio 4 membrana do
espermatozoide bem melhor do que os outros agucares (BIANCHI er ol., 2006). Apesar
dos avangos em novas tecnologias @ em equipamentos, visando a3 congelagio do sémen
{(WOLDERS ¢ TEN NAPEL, 2005), a glicose pareceria ser, ainda. o agucar de eleigao.
para ser usado nos diluentes de congelagio.

Leite em po desnatado (LPD)

Com relagdo 4 sua composiche guimica, o lede fema duas  proteinas
hiologicamente importantes para a preservacio do espermatozoide. A primeira Seria a
lactose, que teria papel importante como componente epergético @ a segunda seria a
caseina, que possuiria propriedades que favoreceriam o aumento da atividade cinética da
celula. Adicionalmente, o leite teria uma boa capacidade tamponante, agdo bactericida e
uma viscosidade adequada para a manuengdo de espermatozoides em meio liguido
(CUNHA, 2002}).

A caseina do ke diminuirin oas  hgsedes das  proteines do  plasma acs
espermatozowdes, reduzindo a perda de hpdios da membrana celular ¢ aumentando a
protegho, durante o processo de cnopreservagio. Por outro lado, o efeito protetor do leite
sobre a célula espermatica envolvena proteinas, ao invés de hpideos (BERGERON et al.,
20T ).
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Esse dilueme ja for testado, em protocolos pam congelagio de semen suino
{(TONIOLLI er al, 2001; ARAUID ef al., 2013}, tendo apresentado resultados que o
classificanam como wn dileente/'conservador durante a curva de esfnamento do sémen. O
LPD, quando utilizado em protocolos de congelagho, devido 4 sua agho cnoprotetom,
proporcionon uma maior percentagem de células vivas, apos a descongelacho (BARROS er
al., 2015).

O leite desnatado seria um excelente mew conservador para o5 espermatozoides,
em barxas temperaturas; de uso pratico, mclusive preservando melhor a motilidade
espermatica do que outros dilventes (KULAKSIZ er al, 2012). Segundo Memon ¢ Ot
{1981}, as ipoproteinas e lecitinas do leite promovenam a protecdo da celula espermatica
contra 0 choque térmico, quando adicionadas antes do resfmamento. Inclusive, haveria
relatos sobre o efeito crioprotetor do leite desnatado (JULIANI e HENRY, 2008 ),

Agua de coco em pa (ACP)

Virios estmdos de conservacio espermatica €m sido realizados, unlizando a ACP
como diluvente, em diferentes espécies, Ela seria uma solugio estéril, ligeiramente dcida,
contendo proteinas, sais. acicares, vitaminas, fatores de crescimento e poucos fosfolipidios
(LAGUNA, 1996), Sua relacio custo'beneficio @ favoravel aos programas de LA, podendo
ser utilizada sob diferentes apresentactes. Apos a corregdio da osmolandade ¢ do pH, se
apresentana  como um  dilvente eficiente pama o sémen de diferentes especies
(BALGUEIROD er af, 2002; BARBOSA er ol , 2007}

Fla sena um diluvente alternative de haixo custo, faeil preparo ¢ padronicwdo,
omunda de frulo tpicamente tropical (CARDOSO er al, 2005). O ACP, apds a sun
ressuspensdo. apresenta caracteristicas bioquimicas muito similares ds da agea de coco i
natura (SALGUEIRD er al, 2002), sendo facilmente anmazenadn ¢ enviada para regides
onde o fruto ndo sera encontrado (CARDOSO of ol | 2005).

s protocolos de cnopreservagho do sémen do varrio, se camectenzanam pela
maior sensibilidade a acio do fno, durante a queda da rempecanica, trazepdo ainda gramdes
desafios para o desenvolvimento de uma técmca vidvel parn o sémen dessa espécie
(ANTUNES. 2007). A curva de resfriamento do sémen seria um importante fator a ser
considerado, vizando a obtengdo de uma maior porcentagem de celulas vidavess, que serio,
em seguida, congeladas ( JOHNSON er al., 20040).

A utilizagio do ACP em protocolos de resfmamento do sémen suino
proporcionana uma melhor qualidade espermatica. favorecendo ao gaculado entrar em
melhores condighes, na zona mais critica de temperatura, abaixo dos 15 "C. Na anahse da
integndade da membrana plasmatica, o ACP (65,6%) mostrou-se mais eficiente do gue o
BTS (58,0%) na protegio do espermatozoide (TONIOLLI ef af, 2014). Esta agho protetora
do ACP sobre as membrams, poderi acarvetar, no decorrer do processo, nuima maior
recuperagio de espermatozoides capaczes de fertilizar apds a descongelagdo, uma ves que
sabe-se que danos na membrana redusiriam essa capacidade (MAXWELL e JOHNSON,
19977,
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A eficiencia crioprofetora do ACP foi comprovada no sémen de céies, quando
comparada ao dilvente padrao TRIS, sendo ambos eficazes pam essa fimmhdade (SILVA er
al, 20038). Testada em sémen de gatos domesticos, mostrou-se eficiente na manulengio da
quahdade espermatica, com motilidade ¢ vigor supenores a 70% e 3.5, respectivaments
(SILVA ef of, 2007). WNa espécie suina, o ACP fambém apresentou bons resuliados.
quando comparado ao diluente BTS, mantendo uma melhor motilidade espermitica aos 30,
60, 90 e 120 mnutos de incubacio (TONIOLLI er ol , 1996, TONIOLLI er of , 1998),

CONSIDERACOES FINAIS

A criobinlogia vem conguistando o seu espago ha algum tempo, em diferentes
areas e, principalmente. na reproducio, por permitic a conservagho de células para
diferentes finalidades. A cnopreservagio de espermatozoides vem sendo empregada na 1A
hi mais de trinfa anos, permitindo maior fempo de conservagdo do sémen para ey uso
posterior. Apesar dessa técnica @ ser estudada hd bastante tempo, estudiosos ainda ndo
sabem, a0 cero, qual o melhor crioprotetor @ melhor curva de resfriamento e
descongelagio pama as células espermaticas. Com relagio a0 sémen suine, diferentes
pesquisas vem semdo feitas, com a finalidade de amenizar o chogue térmico e o efierto
toxico de alguns crnioprotetores ¢ apentaram para um futuro promissor, com os avangos das
novas tecnologias @ equipamentos de congelacio de semen suino.
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