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RESUMO

O sémen suino criopreservado possui emprego comercial limitado devido a perda de
qualidade espermatica, que ocorre durante o processo de congelagao e de descongelagdo. A
célula espermatica suina possui peculiaridades que contribuem para esta alta sensibilidade
as baixas temperaturas, tais como estrutura e composi¢do da membrana plasmatica. Além
disso, estudos recentes apontam a relagdo da presenga de proteinas a nivel de membrana
espermatica e de plasma seminal, com a criotolerancia das células espermaticas. Portanto,
esta revisdo faz uma abordagem sobre a intima relacdo entre o perfil protéico do s€émen e a
sua congelabilidade, caracteristica do sémen, que pode variar de animal para animal e até
entre ejaculados de um mesmo varrdo. Pesquisas tém identificados diversas proteinas, que
aparecem em maiores concentracdes no sémen de alta congelabilidade. A técnica de
protedmica apresenta um grande potencial ligado a reproducdo, podendo ser utilizada na
identificacdo de marcadores de fertilidade ou de ejaculados aptos ao processo de
congelagdo/descongelagdo, evitando, assim, gastos, sejam eles de manutengdo de
reprodutores com sémen de baixa qualidade para a congelagdo ou de processamento do
sémen para criopreservacao.
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ABSTRACT

Cryopreserved swine semen has limited commercial use due to the loss of sperm quality that
occurs during the freezing and thawing processes. The porcine sperm cell has peculiarities
that contribute to high sensitivity to low temperatures, such as the structure and composition
of the plasma membrane. In addition, recent studies point to the relationship between the
presence of proteins at the level of sperm membrane and seminal plasma with the
cryotolerance of sperm cells. Therefore, this review addresses the intimate relationship
between the protein profile of the semen and its freezability. The freezability of the semen
can vary from animal to animal and even between ejaculations of the same boar. Research
has identified several proteins that appear in higher concentrations in semen with high
freezability. The proteomics technique has a great potential linked to reproduction and can
be used to identify fertility markers or ejaculates suitable for the freezing / thawing process,
thus avoiding expenses, be they for the maintenance of boar with low quality semen for
freezing or semen processing for cryopreservation.
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INTRODUCAO

A suinocultura brasileira se mantém em destaque no cendrio mundial ocupando o
quarto lugar de maior produtor e exportador de carne suina (ABPA, 2020). Para alcangar
esta posicdo varios esforcos foram somados incluindo avangos em nutricdo, sanidade,
técnicas de manejo, melhoramento genético e emprego de biotécnicas de reproducao. Assim,
o emprego de biotécnicas reprodutivas aliadas ao desenvolvimento de animais com elevado
potencial produtivo, favoreceu a um maior progresso genético do rebanho suino tecnificado
brasileiro a fim de atender as exigéncias impostas pelo mercado (FAVERO e FIGUEIREDO,
2009).

Os conhecimentos zootécnicos e de fisiologia reprodutiva tém trazido grandes
avancos na biotecnologia da reproducdo. Contudo, a inseminacao artificial, com a utilizagdo
de s€émen congelado para a espécie suina ainda ndo ¢ uma realidade para o setor de producao.
Isso ocorre pelo menos em virtude de resultados divergentes, obtidos no campo na
criopreservacao do s€émen suino (CARDOSO et al., 2013; YESTE et al., 2017).

A criopreservacao ¢ uma biotécnica capaz de superar o limite temporal no uso do
sémen; mas, para a espécie suina, sua utilizacao ainda apresenta problemas de redugdo da
capacidade fertilizante da populagdo espermatica, fazendo com que ejaculados de machos
da mesma espécie apresentem diferentes resultados de fertilidade apds congelagdo
(BARROS et al., 2012; BARROS et al., 2015; TONIOLLI ef al., 2017; GUIMARAES et
al., 2018). Por isso, estudos de base genética, envolvendo técnicas como a protedmica,
objetivando melhorar a qualidade do espermatozoide e a fertilidade de ejaculados suinos
apo6s congelacao, tém sido desenvolvidos.

No processo de criopreservacao das células espermaticas suinas, rotineiramente o
plasma seminal ¢ descartado utilizando-se crioprotetores ja consagrados para preservagao de
espermatozoides de outras espécies de mamiferos, garantindo manutencao da fertilidade de
c¢lulas espermaticas. No entanto, recentemente tém-se evidenciado efeitos positivos do
plasma seminal sobre a fertilidade dos espermatozoides suinos, sobretudo em relagdo a sua
composi¢ao proteica. Dessa forma, o plasma seminal ¢ capaz modular a funcdo espermatica
e melhorar parametros de fertilidade de espermatozoides de varrdes descongelados
(RECUERO et al., 2019).

A variagao individual que cada animal pode apresentar em relagdo a capacidade de
fertilizagdo, pode ser influenciada por varios componentes do plasma seminal e da propria
célula espermatica (PRIETO-MARTINEZ et al.,, 2017). Contudo, muitos destes
componentes e suas fun¢des ainda sdo desconhecidos e as diferengas individuais no
conteido destas substancias estabilizadoras podem também explicar as diferencas na
congelabilidade do ejaculado de cada reprodutor (AURICH et al., 1996; VALENCIA et al.,
2017; VALENCIA et al., 2020). Assim, a protedmica surge como uma tecnologia
importante, disponivel aos pesquisadores da era posgendmica, devido ao papel central das
proteinas e interagdes proteina-proteina na funcao celular (COX e MANN, 2007; YESTE,
2016; LAZARI et al., 2019). Desta forma, esta revisao faz uma abordagem sobre a intima
relagdo entre o perfil protéico do s€men e a sua congelabilidade.
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DESENVOLVIMENTO

Criopreservacio e variabilidade genética no sémen suino

As pesquisas sobre a criopreservacdo de s€émen desenvolvidas nos ultimos anos
resultaram em avancos originados de estudos sobre a avaliagao de diferentes crioprotetores,
embalagens de congelamento, diluentes e curvas de congelagdao/descongelagao (YESTE,
2015; GUIMARAES et al., 2018). No entanto, o emprego de sémen congelado ainda
apresenta indices reprodutivos insatisfatorios.

Uma biotécnica de criopreservacdo compreende todo o processo de manipulagdo
do ejaculado: coleta, dilui¢cdo, resfriamento, crioprote¢do, congelacdo, armazenamento em
nitrogénio liquido e descongelacdo (AMAN et al., 1993; YESTE et al., 2017). Os danos
induzidos pelo processo de criopreservacdo podem ocorrer em qualquer uma dessas etapas,
pois todas elas podem levar a alteragdes celulares e bioquimicas nos espermatozoides
(RATH et al., 2009).

Um dos principais fatores que interferem no processo de congelagdo sao as
particularidades da membrana do espermatozoide suino, que possui uma menor porcentagem
de colesterol, distribuidas principalmente na monocamada interna (WATSON, 1995), bem
como uma grande concentra¢do de acidos graxos insaturados (CEROLINI et al., 2000).
Aliado a isso, a criopreservacdo ainda sofre grandes variagdes de resultados quando se
correlaciona com a sua aplicacdo entre ragas, individuos, entre ejaculados de um mesmo
individuo (CORCINI et al., 2012) e até mesmo entre fragdes de um mesmo ejaculado (LI et
al.,2018a).

O genoma do reprodutor suino mantém estreita relagdo com as caracteristicas
espermaticas, tais como: volume ejaculado, concentracao de espermatozoides, motilidade
total e progressiva avaliadas no sémen in natura. Treze genes de oito janelas de nucleotideos
de polimorfismo Unico foram considerados candidatos para as caracteristicas seminais. O
gene ABCC3 foi relacionado ao volume do ejaculado, os genes KCNA3, RBM15 e ITGB1
a concentracdo espermadtica, o gene WRNIP1 a motilidade total, os genes FAM189A2,
C9orf135, FXN e FAMS83D a motilidade progressiva e os genes HSD17B11 e HSD17B13 a
motilidade total e progressiva. Neste sentido, a identificagdo de possiveis genes, ligados as
diferentes caracteristicas seminais de reprodutores, pode contribuir para a evolugdo do
conhecimento da base genética de suinos aperfeicoando o processo de selecdo de animais a
serem utilizados em Centrais de Inseminacao Artificial (GAGGINI, 2017).

Estudos como o de Barros et al. (2012) constataram o efeito do macho na qualidade
espermatica pods-descongelacdo em parametros espermaticos, como a motilidade e
porcentagem de acrossomas normais. Segundo Bortolozzo et al. (2005), essa variabilidade
na resposta dos machos suinos ao congelamento constitui-se numa das diversas limitagdes
ao emprego comercial do sémen congelado na suinocultura moderna e os fatores que
influenciam as diferencas observadas na sobrevivéncia espermatica e aos processos de
congelacdo/descongelagdo ainda nao estdo bem elucidados (ROCA et al., 2006).

Devido a grande variabilidade na resposta do ejaculado de machos suinos a
congelacdo, aos altos custos por dose produzida (o s€émen suino congelado requer duas a trés
vezes mais espermatozoides por dose) e o processamento seminal trabalhoso, a inseminac¢ao
artificial com sémen congelado tende a se restringir a exportagdo de sémen entre paises e a
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formagao de bancos de sémen de racas ou linhagens de alto valor genético, ou que se
encontram em via de extingdo ou em risco sanitario (BARROS et al., 2012).

Segundo Toniolli ef al. (2014), a disponibilizagdo do sémen congelado em suinos
trard um grande impulso aos programas de Inseminacao Artificial (IA), permitindo o acesso
de pequenos produtores a machos geneticamente superiores, independente da distancia que
os separa das Centrais de TA.

Protedomica e diferencas no perfil proteico do sémen

A protedmica ¢ o estudo dos produtos proteicos expressos pelo genoma. Essa
biotécnica surgiu como uma tecnologia importante disponivel aos pesquisadores da era pos
genoma, devido ao papel central das proteinas e interagdes proteina-proteina na fungdo
celular (COX e MANN, 2007). Ela também melhora o entendimento dos eventos
moleculares e como eles afetam a fungdo biologica da célula espermatica (BREWIS e
GADELHA, 2010). Em virtude da importancia das proteinas, ja que estas moléculas estao
presente em todas as células, constitui-se ponto fundamental sob aspecto estrutural e
funcional nos organismos vivos. Cada proteina costuma ser especializada para uma
determinada fung¢do, conhecé-la significa entender determinado processo bioldgico presente
em um individuo.

O estudo dessas proteinas e a sua compreensdo, identificagdo, quantificacdo e
caracterizagdo permitem identificar as funcdes de diversos tipos celulares, incluindo o
espermatozoide. O estudo proteico do espermatozoide ¢ bem mais simples, quando
comparado ao das células somaticas. Isso ocorre em virtude da célula espermatica ser
altamente polarizada e especializada com uma quantidade minima de citosol e organelas
(BOERKE et al., 2007).

As diferencas de fertilidade observadas entre animais, muitas vezes, nao sao
detectadas pelos testes rotineiros empregados na avaliacdo da qualidade do sémen (DEN
DAAS et al., 1992). Analises protedmicas, associadas aos critérios de avaliagao espermatica,
poderiam auxiliar na identificagdo de diferencas importantes entre a fertilidade potencial dos
animais.

Virias proteinas ja foram identificadas em espermatozoides de diferentes espécies
usando abordagens protedmicas. Clinicamente, as proteinas espermatozoides podem ser
usadas como marcadores para a infertilidade masculina devido a diferentes perfis proteicos
identificados em espermatozoides de animais machos férteis e inférteis. Além disso,
evidéncias mostraram que as condigdes de preservacao do esperma in vitro também podem
mudar os perfis de proteinas do esperma (LI ef al., 2016).

Estudos protedmicos, como o de Roncoletta et al. (1999) observaram uma
diminuicdo da heterogenicidade proteica, apos criopreservacdo seminal em touros, assim
como a manutencao ou adi¢do de algumas proteinas de membrana, o que demonstrou uma
expressiva alteracao na composicao proteica da membrana espermatica frente aos processos
de diluicdo e criopreservacao. Essas alteracdes podem levar a variagdes dos padrdes de
fertilidade dos animais.

Além de variacdes relacionadas ao individuo, existem os fatores ambientais que
também podem exercer efeitos sobre a qualidade espermatica, como o clima ao qual os
doadores de sémen sdo expostos. Shiomi (2018) e Martin-Hidalgo ef al. (2020) constataram
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sutis diferencas sazonais no perfil protedmico de espermatozoides suinos, coletados no verao
e no inverno. Foram identificadas 1028 proteinas, das quais 85 delas foram mais abundantes
no inverno, enquanto 23 foram menos abundantes no verdo (MARTIN-HIDALGO et al.,
2020).

Ja Moura et al. (2006) comprovaram a relagdo existente entre a expressao de
determinadas proteinas presentes nas glandulas sexuais acessorias de touros Holstein e a taxa
de fertilidade para esta raca. A proteina espermadesina foi maior em touros com baixa
fertilidade; enquanto aqueles com alto escore de fertilidade apresentavam 2,3 vezes mais
teores da proteina osteopontina do que os touros com baixa fertilidade. J4 em suinos, a
espermadesina AQN-1 ndo foi relacionada a criotolerancia do sémen (VALENCIA et al.,
2020).

O uso da protedmica na identificacdo de proteinas nas amostras dos fluidos das
glandulas acessoérias tém sido utilizada para determinar as possiveis relagdes existentes entre
sua expressao e taxas de fertilidade em touros (MOURA et al., 2006) e em suinos (YESTE,
2016; LAZARI et al., 2019; BUSTAMANTE FILHO et al., 2019). Assim, todos os fatores
que possibilitem a reducdo de custos e tornem esta fonte proteica mais acessivel merecem
ser estudados. Para isto, a busca por novas alternativas em pesquisas ¢ imprescindivel,
objetivando maximizar o uso desta nova biotécnica e proporcionar maiores taxas de sucesso.

Importancia dos biomarcadores

A protedmica ¢ uma importante técnica, utilizada na avaliacdo da infertilidade
masculina de diferentes mamiferos domésticos e para diagnésticos clinicos do estado
fisiologico dos orgaos reprodutivos individuais, permitindo a compreensao das interagdes
do plasma seminal com a superficie dos espermatozoides. Além disso, indica possiveis
marcadores de fertilidade e/ou congelabilidade (Quadro 01). A indicagdo desses marcadores
permite ao criador reducdo de gastos, ja que, ao saber que o ejaculado de um animal pode
ndo apresentar bons resultados de congelabilidade, evitam-se os custos com o protocolo de
criopreservacao do sémen desse referidoanimal (STRZEZEK et al., 2005).

Nesse sentido, estudos desenvolvidos mostram que ha evidéncia de associagdes
significativas entre a expressao de proteinas seminais e a fertilidade dos machos avaliadas
in vivo e in vitro. Tais proteinas podem ser consideradas como potenciais marcadores
moleculares da fertilidade (KILLIAN et al., 1993; MOURA et al., 2006). A expectativa de
dispor de marcadores que auxiliem a indicagdo do potencial reprodutivo de um individuo
tem sido objeto de inumeras pesquisas nas Ultimas décadas, o que, provavelmente, podera
contribuir significativamente na escolha de reprodutores geneticamente superiores.

Com o objetivo de solucionar a problemadtica da criopreservacdo do sémen de
diversas espécies e diminuir os danos que este processo causa a célula espermatica, varios
esfor¢os em diversas areas do conhecimento cientifico, que vao desde a criobiologia até a
biologia molecular, vém sendo aplicados, produzindo uma gama de novos conhecimentos,
como a busca por novos crioprotetores ¢ marcadores moleculares de fertilidade.

Ja foi observado que células e organismos multicelulares respondem a situagdes
estressantes, induzindo ou aumentando a sintese de grupos de proteinas. Em casos de estresse
como o choque térmico, essas proteinas foram identificadas como HSPs (Heat shock
proteins) ou proteinas anticongelantes (KIM, 2016). Essa classe de proteinas prové a
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resisténcia contra o estresse oxidativo (FUKUDA et al., 1996) e média protecdo celular
durante estresse térmico, entre outras fungdes (CASAS et al., 2010). Dessa forma, sua adi¢ao
durante a criopreservagao do sémen suino pode melhorar sua viabilidade e a integridade do

acrossoma na descongelacao (KIM, 2016).

Quadro 01: Proteinas relacionadas a boa ou ma criotolerancia do s€men suino.

Varroes Marcador Localizacao Referéncia
Pl -
Carbohydrate-binding as'ma Toniolli et al., 2017
seminal
Arilsulfatase A Membr’apa Guimaraes et al., 2017
espermatica
i Ifa 1 da F-actin | M
Subunldade‘ alfa da‘ actin embr,a.na Guimardies e al., 2017
Bons capping protein espermatica
congeladores Aquaporinas (AQP3 e Membrana Prieto-Martinez et al.,
AQP7) espermatica 2017
Nlemann—Plc(c disease type Plasma Valencia ef al., 2017
C2 protein (NPC2) seminal
Pl
Fibronectina-1 (FN 1) as.ma Vilagran et al., 2015
seminal
F to F tei M
ragmen. © ~c da proteina de embr,a.na Guimaraes et al., 2017
ligagdo a IgG espermatica
Lactadherina Membr’apa Guimaraes et al., 2017
espermatica
Maus Heat shock protein 90 alpha Plasma Prieto-Martinez et al.,
conceladores (HSP90) seminal 2017
& Glutathione S-transferase Citosol Llavanera et al., 2019;
Mu 3 (GSTM3) Kwon et al., 2015
Lj lin-
4 oca' mn-lype Plasma Prieto-Martinez et al.,
prostaglandin D synthase seminal 2017
(L-PGDS): baixos niveis

Em suinos, estudos confirmaram que, mesmo utilizando o sémen de animais com
excelentes resultados de vitalidade e motilidade e sob as mesmas condi¢des de
criopreservacao, o grau de alteragdes produzidas pelo choque térmico ndo é o mesmo para
ejaculados provenientes de animais diferentes (TONIOLLI et al., 2017). Além disso, esses
autores demonstraram a influéncia da proteina Carbohydrate-binding (AWN) no processo
de congelacdo. Ejaculados que apresentavam essa proteina em maior concentracao,
evidenciaram melhores resultados pos descongelagdo,proporcionando maior protegao a
membrana espermatica.

A proteina Fibronectina-1 (FN 1), uma das mais abundantes no plasma seminal, foi
uma das primeiras proteinas consideradas como marcador de congelabilidade do sémen
suino (VILAGRAN et al., 2015). A FN1 estd relacionada a reducdo de lesdes na peca
intermediaria e cauda dos espermatozoides, através da manutencdo da estabilidade da
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membrana espermatica e da reducao do estresse oxidativo (GONZALEZ-CADAVID et al.,
2014). Guimaraes et al. (2017) identificaram potenciais marcadores para criopreservacao do
sémen suino. O fragmento Fc da proteina de ligacdo a IgG e a lactadherina foram mais
intensos no sémen de animais ditos maus congeladores, enquanto a arilsulfatase A ¢ a
subunidade alfa 1 da F-actin capping protein foram mais expressivas no s€émen de animais
com boa congelabilidade.

Marcadores de congelabilidade do sémen suino também foram determinados por
Valencia et al. (2017) e Pricto-Martinez et al. (2017). Nesse sentido, um sémen de baixa
congelabilidade mostrou aumento da proteina HSP90 (heat shock protein 90 alpha) e
reducdo de L-PGDS (lipocalin-type prostaglandin D synthase) no plasma; enquanto um
sémen de alta congelabilidade apresentou maiores niveis das aquaporinas, AQP3 e AQP7
(PRIETO-MARTINEZ et al., 2017) e da proteina NPC2 (Niemann-Pick disease type C2
protein) (VALENCIA et al., 2017). Duas isoformas de NPC2 podem estar envolvidas na
resiliéncia do espermatozoide suino para resistir a procedimentos de congelacdo e
descongelagdo e pode prever a congelabilidade do ejaculado (Valéncia et al., 2020). Os
mesmos autores inferiram que € possivel que essas proteinas sejam capazes de se ligarem ao
colesterol da membrana plasmatica, afetando positivamente a criotolerancia das células
espermaticas.

Outro marcador de criotolerancia para sémen suino foi identificado por Llavanera
et al. (2019), a glutathione S-transferase Mu 3 (GSTM3), cuja presenca esté relacionada a
ma qualidade espermatica apds descongelagdo. A GSTM3 ¢ membro de um grande grupo
de isoenzimas citosolicas, multigénicas e multifuncionais, ligadas a membrana, que
catalisam uma série de reacdes dependentes da glutationa reduzida que estdo envolvidas nas
células, como a protecao contra o estresse oxidativo (HAYES et al., 2005) e na fertilizacao
do odcito, por meio da interagcdo com glicoproteinas da zona pelucida - ZP4 (PETIT et al.,
2013). Niveis de GSTM3 sao mais altos nos espermatozoides que exibem baixa atividade
mitocondrial, alta produ¢do de espécies reativas de oxigénio (ROS) e alto distirbio lipidico
da membrana apos o degelo. Nesse sentido, niveis mais altos de GSTM3 em sémen suino
estao associados a tamanhos de ninhada menores (KWON et al., 2015).

J& foram identificadas mais de 250 proteinas no plasma seminal (PEREZ-PATINO
et al., 2016; PEREZ-PATINO et al., 2018) e cerca de 1 681 proteinas nos espermatozoides
de suinos (WEBER, 2016), restando ainda conhecer qual a real funcdo de cada proteina e
sua relacdo com a manutencdo de parametros espermaticos frente ao resfriamento, a
criopreservacdo e, sobretudo, sua relacdo com a fertilidade, pardmetro essencial para os
programas de inseminagdo artificial nesta espécie animal. Embora a remo¢ao do plasma
seminal seja uma pratica rotineira antes da criopreserva¢do de esperma suino, evidéncias
crescentes indicaram que pode ser positivo para a fertilidade do espermatozoide suino. Na
verdade, o plasma seminal ¢ capaz de interagir com o trato reprodutivo feminino apds a
monta/inseminacao ¢ modular a fungdo espermatica, podendo aumentar o desempenho
reprodutivo de espermatozoides de varrdes descongelados (RECUERO et al., 2019). Além
disso, maiores estudos sao necessarios para elucidar o efeito combinado de proteinas e
antioxidantes do plasma seminal, envolvidos positivamente na criotolerancia de células
espermatica suinas, minimizando o estresse oxidativo (LI et al., 2018b).
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CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de protedmica apresenta um grande potencial ligado a reproducao, podendo
ser utilizada na identificagcdo de marcadores de fertilidade ou de ejaculados aptos ao processo
de congelacao/descongelacdo em machos de diversas espécies e, desta forma, tornar mais
vidvel essa técnica para espécies com extrema sensibilidade ao choque térmico, como os
espermatozoides suinos e, principalmente, evitar gastos, sejam eles de manutengdo de
reprodutores com sémen de baixa qualidade para a congelacdao, ou com a técnica em si, ao
se congelar e descongelar um sémen que ndo trara bons resultados de fertilidade.
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