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RESUMO

O uso de sémen congelado apresenta menores indices de concep¢do e menor numero de leitdes nascidos por
parto. Isso ocorre porque a criopreservagdo acarreta variagdes de temperatura, alteracdo da permeabilidade
espermatica e processos oxidativos, sendo que o sémen suino apresenta, naturalmente, baixa capacidade
antioxidante e sofre estresse oxidativo. No entanto, varios crioprotetores sdo utilizados para diversas espécies e
ja ¢ descrito o uso de colesterol, carreado com ciclodextrina, ¢ de aminoacidos, visando a melhoria do sémen
apos o descongelamento. A adig@o de colesterol ao sémen, previamente a criopreservagao, mantém a integridade
da membrana acrossomal e retarda a capacitagdo espermatica, feito que pode ser facilitado com o carreamento
por ciclodextrina. Em paralelo, pesquisas apontam a importancia do uso de aminoacidos no sémen, que formam
uma camada de protecdo térmica que preserva a integridade da célula espermatica, além de apresentarem fungdo
osmorregulativa. Nesse sentido, a viabilizagdo da criopreservacdo do sémen suino favorece o melhoramento
genético, minimiza a transmissdo de patdgenos e possibilita a formacdo de um banco de germoplasma. Para
tanto, faz-se necessario o aprimoramento do uso de crioprotetores em uma proporcao ideal, que mantenha a
integridade da membrana espermatica e ndo prejudique a capacitagdo espermatica e a reagdo acrossomal,
necessarias para a fecundagao.
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ABSTRACT

The use of frozen semen presents lower conception rates and fewer piglets born per birth. This is due to the fact
that cryopreservation causes variations in temperature, changes in sperm permeability and oxidative processes,
and the swine semen naturally presents low antioxidant capacity and undergoes oxidative stress. However,
several cryoprotectants are used for several species, and the use of cyclodextrin and amino acid-loaded
cholesterol is already described, aiming to improve the semen after thawing. The addition of cholesterol to the
semen prior to cryopreservation maintains the integrity of the acrosomal membrane and slows sperm
capacitation, which can be facilitated by cyclodextrin loading. In parallel, research indicates the importance of
the use of amino acids in the semen, which form a layer of thermal protection that preserves the integrity of the
sperm cell, in addition to presenting osmorregulatory function. In this sense, the viability of the cryopreservation
of the swine semen favors the genetic improvement, minimizes the transmission of pathogens and allows the
formation of a germplasm bank. Therefore, it is necessary to improve the use of cryoprotectants in an ideal
proportion, which maintains the integrity of the sperm membrane and does not detract from the sperm
capacitation and acrosomal reaction required for fertilization.
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INTRODUCAO

Virias pesquisas vém sendo desenvolvidas sobre diferentes aspectos do processo de
criopreservagdo de sémen suino (TONIOLLI et al., 2017; GUIMARAES et al., 2018) e
ajudando a melhorar os resultados de fertilidade do s€émen em programas de inseminagao
artificial (IA) (PYLES, 2013). No entanto, ainda existem inimeros pontos, no processo de
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criopreservacdo, a serem melhorados, buscando a aplicabilidade do sémen criopreservado
com a mesma eficiéncia do sémen resfriado (DAVOODIAN et al, 2017; YESTE et al., 2017).

A utilizagdo do sémen suino congelado, sem alteracdo da qualidade espermatica e,
consequentemente, dos resultados de fertilidade, ¢ um dos entraves da biotecnologia da
reproducgdo nesta espécie. Fatores como o crioprotetor utilizado e as mudancgas de temperatura
resultam em crioinjurias dos espermatozoides, sendo um grande obstaculo na obten¢do de um
sémen de boa qualidade pos-descongelacdo (YESTE et al., 2017).

O glicerol tem sido muito utilizado como crioprotetor, entretanto, outras substancias
também tém a capacidade de proteger os espermatozoides na criopreservacdo, tais como
alguns aminodcidos (DAVOODIAN et al, 2017). Durante o processo de
congelagao/descongelagdo, ocorre a inducdo da fase de transi¢do dos lipideos da membrana
plasmatica (MP), que resulta no efluxo do colesterol e provoca uma desestabilizacdo da
membrana (CROCKETT, 1998). A fim de minimizar essa mudanca de fase e aumentar a
relacdo colesterol:fosfolipideos da membrana, o colesterol carregado com ciclodextrina
(CCC) vem sendo utilizado para aumentar a viabilidade espermatica pos-criopreservacao, em
algumas espécies (MOCE et al., 2010a; CHUAYCHU-NOO et al., 2017, SALMON et al.,
2017).

Dessa forma, a incorporagdo de moléculas, como o colesterol e os aminoacidos, em
protocolos de criopreservagdo do sémen suino, pode aumentar a protecdo da membrana
espermatica e a viabilidade dos espermatozoides nesses procedimentos (SANGEETA et al.,
2015; SALMON et al., 2017).

DESENVOLVIMENTO

A célula espermatica durante a criopreservacgio

Durante o processo de criopreservacdo, inumeros danos sdo causados a célula
espermatica, o que reduz a quantidade de células vidveis, bem como sua capacidade
funcional. As lesdes ocasionadas tém sido atribuidas a varia¢do de temperatura, aos danos
oxidativos, as alteragdes de membrana e DNA, além da toxicidade de crioprotetores e do
estresse osmotico (YESTE, 2017). Esses danos levam ao aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica, a inibicdo da atividade enzimatica e a alteracdio do balango
bioenergético celular (FAHY, 1996). Todas as espécies apresentam particularidades na célula
espermatica quanto ao potencial de crioprotecao, devido as suas caracteristicas intrinsecas
(LADHA, 1998).

A criopreservagdo de s€émen suino ¢ um grande desafio, devido as particularidades de
sua célula espermatica, quando comparada com a de outras espécies. Ela possui uma menor
porcentagem de moléculas de colesterol em sua membrana plasmatica, distribuidas de forma
assimétrica, com maior disposicdo na monocamada interna (WATSON, 1995). Essas
diferencas estruturais contribuem para sua sensibilidade ao choque térmico, com reducao da
motilidade e dos danos funcionais de membrana e acrossoma (SARAVIA et al., 2005).

Outra particularidade do espermatozoide ¢ a grande concentracao de 4cidos graxos
insaturados nos fosfolipidios presentes na membrana plasmatica, com poucas ligacdes duplas
do tipo cis (CEROLINI et al., 2000), tornando esta célula suscetivel a peroxidacdo lipidica,
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devido ao estresse oxidativo produzido pelas espécies reativas de oxigénio (EROs). A
produgdo excessiva e desequilibrada das EROs resulta em danos da membrana plasmatica,
inibi¢do da respiragdo e vazamento de enzimas intracelulares (TAVILANI et al., 2008). Este
fato ¢ agravado pela baixa capacidade antioxidante do plasma seminal suino (HE et al., 2020).

Além dessas particularidades, a espécie suina ainda apresenta uma grande variagao
entre ragas e entre ejaculados de diferentes individuos da mesma raca (CORCINI et al., 2012;
ZAJA et al., 2016; PRIETO-MARTINEZ et al., 2017). Isso demonstra uma possivel relagao
genética no processo de criopreservagdo, capaz de influenciar em uma expressao proteica ou
lipidica na composicdo da membrana, ou, ainda, em alteracdes na composi¢do do plasma
seminal ou na funcionalidade das glandulas acessorias (HOLT et al., 2005).

CONSERVACAO DO SEMEN SUINO

Refrigeracao

O processo de refrigeracdo do sé€men suino, compreende etapas relativamente
simples, mas que devem ser realizadas com o devido cuidado para manutencdo da qualidade
do sémen conservado. O ejaculado suino deve atender a alguns requisitos para ser submetido
a refrigera¢do, como apresentar vigor >3 e motilidade >70%, aspecto leitoso e odor sui
generis (CBRA, 2013). Para obter uma melhor qualidade do sémen refrigerado, o ejaculado
deve ser diluido em até 20 minutos apds a coleta, estando o diluente na mesma temperatura
ou, no maximo, um grau abaixo da temperatura do ejaculado. Apos a diluigdo, o s€émen ¢
envasado e deve permanecer por algumas horas em ambiente climatizado (24 °C), antes de ser
armazenado entre 15 e 17 °C até o seu uso (BORTOLOZZO et al., 2005).

A conservacao do s€émen sob refrigeragao, apesar de ser uma técnica muito utilizada
na suinocultura, tem o seu uso restrito a um periodo de dois a trés dias apds a coleta, quando
sdo utilizados diluentes comuns, de curta duragdo (WATSON, 2000). A expectativa pelo
prolongamento do tempo de conservacdo do sémen continua sendo um grande desafio
(PINART et al., 2015; ARAUJO et al, 2016).

Durante a conservagao do sémen entre 15 a 17 °C, ocorre um desequilibrio i6nico
intra e extracelular, que pode reduzir a motilidade espermatica e levar a problemas de
fertilidade, porém, sem efeitos deletérios significativos (YESTE, 2017). Até a temperatura de
5 °C, ocorrea reducdo da fluidez dos lipideos na membrana do espermatozoide suino, o que
poderia explicar sua maior sensibilidade ao resfriamento (BUHR et al., 2000). Nessa faixa de
temperatura, ocorre significativa redu¢ao da motilidade espermatica (TONIOLLI et al., 2013),
sendo esse fato relevante para a conservacao dos espermatozoides de suinos.

Criopreservacio

O processo de criopreservacdo ¢ outra forma de conservacdo do sémen. Nessa
técnica, amostras de espermatozoides sdo submetidas a refrigeracdo controlada, até a
congelacdo/descongelagdo, visando preservar a sua funcdo, que ¢ a fecundagdao do oocito
(YESTE, 2017). Entretanto, a técnica ¢ raramente executada na pratica comercial de suinos.
As principais razdes para isso sdo as baixas taxas de sobrevivéncia dos espermatozoides e,
consequentemente, a elevada concentragdo de células exigida na dose de inseminagdo (De
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AMBROGI et al., 2006), além da baixa taxa de fertilidade e de um menor numero de leitoes
nascidos (WATSON, 2000). Todavia, a criopreservagdo ¢ uma técnica valiosa, especialmente
para a conservagdo dos recursos genéticos ou para garantir um fornecimento comercial
constante de doses de sémen, no caso de um problema epidemioldgico temporario ou de
diminui¢do da producao de sémen (CEROLINI ef al., 2001).

Apesar do s€émen suino congelado estar disponivel comercialmente desde a década
de 1970, mais de 99% das IAs feitas em todo o mundo sdo realizadas com sémen diluido e
utilizado no dia da colheita ou armazenado entre 15 a 20 °C, até 5 dias. Assim, menos de 1%
de todas as [As sdo feitas utilizando o s€men suino criopreservado (JOHNSON et al., 2000;
ANDRADE et al., 2019).

Diversos estudos sugerem que espermatozoides de diferentes espécies possuem
propriedades criobioldgicas especificas e graus de sensibilidade variados na manipulagdo, no
choque térmico, na congelagdo e na tolerancia osmoética (PURDY, 2006).

Além de diferencas relacionadas a especificidade de espécies, sdo observadas
variacoes entre individuos, entre ejaculados de um mesmo individuo e dentro de um mesmo
ejaculado, com as diferentes fragdes espermaticas e seus graus de qualidade, além de
variagdes entre subpopulagdes espermaticas (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003), o que pode
explicar, em parte, as diferentes respostas a criopreservagdo do sémen de um mesmo. Além
disso, a criopreservacao afeta ndo somente os pardmetros de motilidade e viabilidade, mas,
também, a integridade da membrana do espermatozoide reprodutor (PRIETO-MARTINEZ et
al.,2017).

As alteracdes na membrana dos espermatozoides, vem sendo atribuidas aos
processos ocorridos durante a conservagdo do sémen, quando cerca de 10 a 50% dos
espermatozoides de um ejaculado nao resistem ao processo de congelagdo e morrem
(WATSON, 2000). Outro fato que ocorre, durante a etapa in vitro, ¢ que as células
espermaticas tém a capacidade de capturar lipideos e 4cidos graxos do meio diluente para
utiliza-los em seu proprio metabolismo (CEROLINI ef al., 2001).

Efeitos da criopreservacao

O processo de criopreservagdo espermatica, além de possibilitar sua utilizagdo por
periodo indeterminado, também reduz riscos e custos com aquisicdo e transporte de
reprodutores, favorecendo uma rapida difusdao de material genético (CASTELO et al., 2008).
Todavia, a criopreservacdo espermatica ¢ um processo que promove grande estresse € impoe
as células condi¢des muito desfavoraveis a manutencdo de sua viabilidade (PURDY, 2006).

Os danos provocados a célula espermadtica, na criopreservacdo do sémen suino,
resultam em quedas de 20 a 30% nas taxas de concep¢do € uma diminui¢do no numero de
leitdes nascidos vivos, em comparagdo com as taxas obtidas com sémen refrigerado
(WONGTAWAN et al., 2006). As baixas taxas de fertilidade do sémen descongelado
ocorrem porque cerca de 40 a 50% das células ndo sobrevivem (WATSON, 2000). Além
disso, os gametas restantes apresentam baixa motilidade e integridade de membrana, além de
menor tempo de sobrevivéncia no trato reprodutivo feminino (4h vs 24h) (WABERSKI et al,,
1994). Essa queda da fertilidade ¢ devido a sensibilidade ao choque térmico (FLESCH e
GADELLA, 2000), ao estresse osmotico (AITKEN ¢ KRAUSZ, 2001) e, at¢ mesmo, a
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formagdo de cristais de gelo intracelulares, durante a congelacgdo, e extracelulares, durante a
descongelagdao (FLESCH e GADELLA, 2000).

Durante o resfriamento do sémen, na técnica de congelagdo, pode ocorrer o choque
térmico, definido pelo conjunto de alteragdes ocorridas na célula espermatica submetida a
refrigeragdo rapida e a temperaturas proximas aos 5 °C. Ele resulta no decréscimo irreversivel
da motilidade, em mudancas bioquimica ¢ no funcionamento desses gametas, incluindo:
redugdo da taxa de glicolise, respiracao celular e frutolise, aumento da degeneragdao do acido
desoxirribonucleico e liberacdo de material intracelular (WATSON, 2000).

Outro ponto critico da criopreservacdo ¢ o “efeito solu¢do”, caracterizado pela
desidratacdo excessiva da célula, em meios de elevada concentragdo de solutos, modificacao
do pH e consequente alteragdo na func¢do do espermatozoide (FAHY, 1980). Segundo Watson
(1995), quando a célula espermatica ¢ submetida a congelagdo lenta, ha tempo suficiente para
que grande quantidade de dgua intracelular migre para o ambiente extracelular, estabelecendo
o equilibrio entre solvente e soluto.

O processo de congelagdo rapida, aliado a descongelacdao lenta, pode favorecer a
formacdo de pequenos cristais de gelo, que se agrupam formando grandes cristais, que
rompem a membrana (WATSON, 2000). Importante salientar que a curva de congelagdo ideal
deve ser suficientemente lenta para permitir que os espermatozoides se desidratem e rapida o
bastante para evitar que as células fiquem expostas por muito tempo a elevadas concentragdes
de soluto (SNOECK, 2003).

A membrana plasmatica de espermatozoides ¢ rica em fosfolipideos e
fisiologicamente assimétrica, com fosfatidilcolina e esfingomielina localizadas no folheto
externo da bicamada lipidica, enquanto fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina encontram-se
no folheto interno. Durante a criopreservagdo, ela sofre modificacdes para se adequar as
mudangas de temperatura, como o movimento de translocacdo de fosfolipideos, com
externalizacdo da fosfatidilserina (LADHA, 1998). Os mecanismos envolvidos na troca dos
lipideos entre os folhetos da MA, como a fosforilagdo da tirosina e efluxo de colesterol, vistos
nos espermatozoides criopreservados (SILVA e GADELLA, 2006), diferem daqueles do
processo fisiologico da capacitagio (BERNECIC et al., 2019), pois a criopreservagao
provoca, na membrana plasmatica, estado de maior fluidez e exposicao a sitios de ligacdo a
moléculas externas, requerendo menor tempo para a célula se capacitar.

Durante os ultimos anos, surgiram inumeros aperfeicoamentos para a técnica de
criopreservacdo do sémen suino, incluindo modificagcdes das taxas de congelagdo-
descongelagio (CORDOVA-IZQUIERDO et al, 2006) e mudangas na composi¢io dos
diluentes de s€émen, com o uso da 4gua de coco em po, em protocolos de criopreservagdo do
sémen suino (GUIMARAES et al., 2018).

Crioprotetores penetrantes e nio penetrantes

Crioprotetor ¢ a nomenclatura dad,a para qualquer substancia que oferega protecao as
células contra os danos ocasionados pela redu¢ao de temperatura, além da manutencao de
ambiente favoravel a sobrevivéncia da célula armazenada (PURDY, 2006). Com o intuito de
reduzir os danos causados durante o processo de criopreservagdo, diversas substancias foram
estudadas e mostraram-se boas para essa finalidade. Os crioprotetores, utilizados na
congelagdo de sémen, tém a fungdo de evitar a formacdo de cristais de gelo intra e
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extracelular, reduzir o estresse osmotico pela reposi¢do da dgua necessaria para manutengao
do volume celular, interagir com ions e macromoléculas, reduzir o ponto de congelacdo da
agua, assim como servir de tampao para ajustes de possiveis alteragcdes do potencial de
hidrogénio - pH (MEDEIROS et al., 2002).

Uma gama de substancias tem sido utilizada visando uma protecao adequada as
células espermaticas, durante a criopreservacdo. Elas foram divididas em crioprotetores
penetrantes € ndo penetrantes. Alguns componentes do diluente de criopreservagdao sao
classificados como crioprotetores extracelulares ou ndo penetrantes, os quais sao
representados por macromoléculas com peso molecular elevado, tais como acucares
complexos (rafinose e trealose), lipoproteinas da gema do ovo, agua de coco (NUNES, 2002)
e alguns aminoacidos, que atuam por meio de efeito osmotico, prevenindo a formagdo de
cristais de gelo no meio extracelular (SANGEETA et al., 2015). Tem-se também os
crioprotetores intracelulares ou penetrantes, os quais foram classificados em dois grupos:
alcoodlicos e amidas (ALVARENGA et al., 2005).

Dentre os crioprotetores alcodlicos, utilizados para a preservagdo espermatica,
destacam-se, especialmente, o glicerol, o etilenoglicol e o dimetilsulféxido (DMSO)
(FICKEL et al., 2007). Entre as amidas, citam-se a acetamida, a lactamida (KASHIWAZAKI
et al., 2006), a dimetilformamida (OLIVEIRA et al., 2006) ¢ a dimetilacetamida
(CALDERAM et al., 2008).

A gema de ovo ¢ o crioprotetor externo mais utilizado em protocolos de congelagao,
fornecendo protegao para os espermatozoides contra choque térmico, especialmente em
temperaturas abaixo de 15 °C (NEVES e HENRY, 2012; TONIOLLI et al., 2013). Essa
caracteristica ¢ devido a sua constitui¢do por lipoproteinas de baixa densidade, capazes de
associarem-se a membrana plasmatica, diminuindo a perda de fosfolipidios e colesterol
(BERGERON et al., 2004). O seu efeito protetor pode ser melhorado pela adi¢ao de Orvus Es
Past (OEP), também conhecido como Stm Equex®, detergente sintético baseado em sédio e
laurel sulfato de trietanolamina. Tem sido, também, sugerido que a OEP da protecdo, pois
modifica os constituintes da gema de ovo no diluente (ROCHA et al., 2015).

No entanto, por ser a gema de ovo um produto de origem animal, ¢ propensa a uma
variacdo em sua composi¢ao dependente do animal, da origem e da nutricilo (HOUPALATHI
et al., 2007). Muitos estudos buscam o preparo de meios quimicamente definidos para sua
substituicdo, a exemplo das lecitinas de soja (HIWASA et al., 2009), trealose e glicina
(VALENTE et al., 2010) ou, ainda, da propria lipoproteina de baixa densidade purificada
(DZIEKONSKA et al.,, 2017; LIMA et al., 2019).

Os crioprotetores penetrantes sao substancias que atuam tanto no meio intra como no
extracelular, sendo mais comumente utilizados o glicerol, o etilenoglicol, o dimetilsulféxido e
as amidas (ALVARENGA et al., 2005). O uso do glicerol como crioprotetor interno
(permeavel a membrana) desidrata e reduz o ponto crioscopio do interior das células,
dificultando a formagdo de cristais de gelo intracelular (WATSON, 1995). O glicerol ¢
utilizado em concentracdes finais inferiores a 4%, pois tem uma potencial acdo tdxica ao ser
metabolizado como fonte de acucar pela célula, sendo responsdvel pela producao de
metilglioxal, que ¢ um mediador da ativagdo de fosfolipases e proteases, provocando
irreversiveis danos a célula (SARTORI ¢ BECHARA, 2010; ANDRADE et al., 2019).
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Membrana do espermatozoide suino

Todas as células procariontes ou eucariontes sdo circundadas por uma membrana, o
que define a sua delimitacdo, separando seu conteudo interno do meio que a circunda. Por
servir de barreira seletiva, a MP determina a composi¢ao do citoplasma celular e tem papel
fundamental na maioria dos fenomenos celulares. Ela ¢ composta por uma dupla camada de
fosfolipideo e proteinas associadas (COOPER, 1996). As membranas espermaticas seguem
esse modelo cléssico, entretanto, nos espermatozoides de mamiferos, elas se apresentam
organizadas em dominios regionais bem delineados, que diferem em composi¢do e funcao
(LOPEZ-SALGUERO et al., 2020).

Na cabeca do espermatozoide, a MP possui dois dominios maiores, a regido
acrossomal e a regido pos-acrossomal. Na regido acrossomal, a membrana pode ser
subdividida em segmento marginal (apical), principal (acrossomal) e 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, € 0 dominio da
cauda posterior, que cobre a peca principal e terminal da cauda (EDDY e O’BRIEN, 1994).

A membrana plasmatica tem relevante papel na capacidade fertilizante das células,
modificando-se ao longo do processo de espermatogénese, bem como no transito e
armazenagem no epididimo, no trato genital feminino e, finalmente, na capacitacdo e
penetragdo do odcito (VICENTE-CARRILLO et al., 2016). Portanto, ela deve ter integridade
fisica e funcional para que a célula tenha viabilidade e capacidade fecundante normais.

O acrossoma ¢ importante por conter enzimas hidroliticas necessarias para
penetracdo dos ovocitos e estar intimamente associado a fecundacdo (RODRIGUES-
MARTINEZ et al., 1997). Além disso, essa estrutura ¢ parte fundamental nos processos de
fecundacdo e qualquer alteracdo pode inibir esta capacidade no espermatozoide
(BENNERMANN et al., 2000).

Nos suinos, as principais diferengas na MP sdo: menor porcentagem de moléculas de
colesterol e sua distribui¢do de maneira assimétrica; maior quantidade de glicerol na
monocamada interna do que na externa; uma quantidade menor de fosfatidilcolina e maior de
fosfatidiletanolamina e esfingomielina; diferencas na composi¢ao dos acidos graxos dos
fosfolipideos, com poucas duplas ligacdes do tipo cis (JOHNSON et al., 2000). No choque
térmico, ocorre aumento da permeabilidade da membrana espermatica e consequente perda de
cations e enzimas, redu¢do da atividade enzimatica e dos processos de difusao e mudancas no
movimento lateral dos canais i6nicos (JOHNSON et al., 2000).

Funcio do colesterol na criopreservaciao

O colesterol tem grande importdncia na célula espermatica, desde a protecdo da
integridade das membranas até a capacitagdo espermatica (BERNECIC et al., 2019). A
producdo do colesterol comega cedo na formagao da célula espermatica, onde, primariamente,
ocorre a expressao de genes colesterogénicos, nas células germinativas dos machos. Estudos
sugerem que sua sintese se inicia em espermatocitos na fase de paquiteno e espermatides
redondas (SHI et al., 2018).

As mudancas que ocorrem, durante o processo de capacitagdao, sdo dependentes do
rearranjo do colesterol na MP (BERNECIC et al., 2019). Em uma das hipoéteses, o colesterol
excretado pelas células do epididimo contribui para a maturacdo dos espermatozoides em

82
*E-mail: wilde@zootecnista.com.br



Ciéncia Animal, v.31, n.2, p.76-92, 2021.

transito (SAEZ et al., 2011). Durante o transporte pelo epididimo, o contetdo de colesterol na
MP diminui em 50%, em ratos (REJRAIJI et al., 2006). Porém, em algumas espécies, o teor de
colesterol aumenta durante a maturacdo dos espermatozoides, como nos caprinos (RANA et
al., 1991), ou permanece inalterado, como nos suinos (NIKOLOPOULOU et al., 1985).

O colesterol ¢ um fator potente decapacitante, que serve para estabilizar a MP do
espermatozoide, durante o transito do epididimo, e evitar as interagdes intermoleculares
responsaveis pela capacitagdo (DAVIS, 1980). A perda de colesterol aumenta a fluidez da
MP, como ¢ visto em humanos (HAMDI et al., 2010), o que € necessario para os passos finais
da matura¢do do espermatozoide, no trato reprodutivo feminino. Contudo, essa remog¢do do
colesterol esta restrita a fragdo da membrana (BOERKE et al., 2008).

No entanto, pesquisas tém demonstrado que a incorporagdo do colesterol, na
membrana espermatica, protege a célula espermatica durante o resfriamento, além de reduzir
os danos decorrentes da criopreservacao (MORAES et al., 2015, SOUZA et al., 2016; LONE
et al., 2016; CHUAYCHU-NOO et al, 2017, SALMON et al., 2017) e promover a
estabilizacao e modulagdo da fluidez da membrana (LEE ef al., 2015; LONE, 2018).

Espermatozoides de espécies como humanos, coelhos e macacos tém menor
sensibilidade ao choque térmico, durante o processo de congelagdo. Acredita-se que essa
maior resisténcia ¢ devido a uma melhor relagdo na proporcao colesterol/fosfolipidios e uma
maior quantidade de acidos graxos saturados em suas membranas, quando comparados com
espécies mais suscetiveis, como bovinos, ovinos e suinos (LONE, 2018). A relagdo colesterol
da membrana/fosfolipideo tem um papel importante na resisténcia espermatica ao choque
térmico e sua quantidade de colesterol pode ser regulada pelo uso de ciclodextrinas
(RAJORIYA et al., 2016).

Ciclodextrina e colesterol

As ciclodextrinas (CDs) sdo da familia de oligomeros ciclicos de glicose, que tém
uma superficie polar e uma cavidade hidréfoba, com um didmetro de 5-8 A°, que pode
acomodar pequenas moléculas. CDs sdo nomeadas de acordo com o niimero de unidades de
glicose presentes na sua estrutura: a, f ou y-CD se contiverem seis, sete ou oito anéis de
sacarose, respectivamente (SANCHEZ et al., 2011). Ela é capaz de formar complexos de
inclusdo com diversas moléculas que precisam satisfazer apenas uma condi¢cdo, a de se
encaixar inteira ou parcialmente na cavidade da ciclodextrina (CHALLA et al., 2005).

Quando essas CDs sdo pré-carreadas com colesterol (CCC), elas podem inserir o
mesmo nas membranas das células (SALMON et al., 2017). Devido a sua por¢ao hidrofilica,
as CDs podem solubilizar moléculas hidrofobicas. Além disso, a adi¢do de residuos metil ou
hidroxipropil nas CDs aumenta sua solubilidade em 4agua e a sua capacidade para dissolver
compostos hidrofobicos, assim, a metil-B-ciclodextrina e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina tem
uma maior eficiéncia no tratamento espermatico, especialmente em carneiros (MOCE et al.,
2010b).

Os espermatozoides, geralmente, sdo tratados por protocolos com concentracdes de
CCC entre 1 a 2mg/120 x10° sptz, com uma exposi¢do ao tratamento durante 15 minutos em
temperatura ambiente, o que ¢ suficiente para a transferéncia de colesterol para os
espermatozoides (MOCE et al., 2010a; SALMON et al., 2017). Esse tratamento aumenta o
teor de colesterol em 2 a 3 vezes em touros, bufalos, carneiros e garanhdes (MOCE et al.,
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2010b; RAJORIYA et al., 2016; SALMON et al., 2017; SOUZA et al., 2018). Esse colesterol
adicional eleva a relacdo colesterol:fosfolipidios dos espermatozoides para uma relacao
(>0,8), semelhante ao de espermatozoides que ndo sdo sensiveis ao choque térmico. O influxo
de colesterol, por meio da ciclodextrina, aumenta, também, eficientemente o grau de
preservacio das membranas plasmatica e acrossomal (MOCE et al., 2010b).

Aminoacidos

Os aminoacidos (AAs) sdo moléculas carregadas, sendo possivel que interajam,
eletrostaticamente, com os grupos fosfato dos fosfolipidios da MP do espermatozoide,
formando, assim, uma camada sobre a superficie da célula, protegendo-a contra choques
térmicos (EL-SHESHTAWY et al., 2008). A descoberta do papel bioldgico dos Aas, na
prevencao de danos a célula, surgiu a partir da observagdo de uma variedade de plantas que
sdo capazes de acumular o aminoacido prolina em resposta a temperatura fria (TONHATI,
2018). Também, tem sido relatado que alguns AAs protegem diversos tipos de células
animais contra o estresse da congelacao, incluindo a célula espermatica (SANGEETA et al.,
2015). Assim, essa protecdo pode contribuir para manter a integridade da membrana
acrossomal dos espermatozoides, durante a criopreservacdo (SANGEETA et al., 2015;
UGUR et al., 2020).

Alguns aminoacidos, como a glutamina e a glicina, sdo formados em quantidade
substancial de glicose dentro dos tubulos seminiferos (BUSTAMANTE e SETCHELL, 2000).
O fluido da rete testis tem 17 vezes mais aminoacidos do que o dos tubulos seminiferos,
sendo que o glutamato contribui com 90% dos AAs totais no epididimo (HINTON, 1990).

Varios aminoacidos foram detectados, no plasma seminal, e utilizados com sucesso
como agentes crioprotetores ndo penetrantes, na criopreservacao de espermatozoides de
mamiferos. Como exemplo dos AAs estudados tem a glutamina e a prolina (DAVOODIAN et
al, 2017; SANGEETA et al., 2015), a metionina (COYAN et al., 2010), a betaina (ATTIA et
al., 2019), a cisteina (EI-SHESHTAWY et al., 2008), a alanina e a glicina (FAGUNDES et
al.,2010).

A capacidade dos AAs em melhorar a crio-sobrevivéncia dos espermatozoides tem
sido relacionada com suas propriedades metabolicas e crioprotetoras, oxidantes ou
osmorregulativas (MARTINS-BESSA et al., 2007). Uma vez que os AAs nao podem penetrar
a membrana do espermatozoide, os mecanismos osmoticos podem explicar, em parte, a sua
acdo (SANGEETA et al., 2015). Apesar de ter sido verificado o efeito crioprotetor sobre
espermatozoides, em diversas espécies, os mecanismos de crioprotecdo espermatica,
conferidos pelos AAs, assim como a fun¢do de aminoacidos livres na fisiologia do
espermatozoide, ainda ndo foram totalmente esclarecidos (FAGUNDES et al., 2010).

CONSIDERACOES FINAIS

A eficiéncia na criopreservacao do sémen suino pode elevar a produtividade do
rebanho através do melhoramento genético, auxiliar as medidas de biosseguranca pela
minimizagdo da transmissdo de patogenos, estimular o intercdmbio internacional de material
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genético, facilitar a tecnologia da selecdo de sexo, e permitir a formagdo de banco de
germoplasma.

No entanto, quando os espermatozoides de suino sdo expostos a variacdo de
temperatura, durante a curva de congelagdo, a membrana plasmatica dessas células passa por
modificagdes estruturais irreversiveis, que supostamente contribuem para a baixa fertilidade
do sémen suino congelado/descongelado. Dessa forma, esses danos, na membrana plasmatica,
podem ser minimizados pela combinacdo da adicdo de aminoacidos ao diluente de
congelagdo, com a incorporagdo do colesterol, carreado com a ciclodextrina. O que se
apresenta como método promissor para aumentar a resisténcia dos espermatozoides nas
variagoes de temperatura, aumentando a viabilidade, as taxas de sobrevivéncia, a longevidade
e a qualidade dos parametros espermaticos do s€men, apds a descongelagao.
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